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I N L E I D I N G 
Gewervelde dieien hebben het vermogen om stolfen — meestal met 
een maciomoleculaiie structiuu — die niet lot de eigen sooit behoren 
als voor hen ,,vreemd" te heikennen. Na contact met een dei gelijk anti-
geen \olgt de biosynthese \ a n een ol meerdeie antistollen die /ich speci-
üek kunnen binden met bepaalde struc tuien van het antigeen: de anti-
gene determinanten. De/e Immolale antistollen wolden Immunoglobuli-
nen genoemd. Ze vormen een gioep van structureel nauw леіл апіс 
eiwitten, steeds bestaande uil twee pai en \an polypeptide ketens (Poi-
ter, 1962), die ïespectievelijk H- (heavy) en L- (light) keiens woiden ge-
noemd (Edelman en Renacería!, 1902). Sommige Immunoglobulinen vor-
men bovendien oligomeien. lir /ijn bij de mens momenteel 5 hooldklas-
sen van Immunoglobulinen bekend. In \o lgoide van de concentratie 
waaiin /e in noimaal seium vooikomen /.ijn dit: IgG ( ± 11 mg/ml) , 
IgA ( ± 2 mg/ml) , IgM ( ± 1,5 mg/ml) , IgD (± 0,05 mg/ml) en IgE 
(± 0,5 «g/ml) . Deze indeling is opgesteld op basis van antigene vel-
schillen in de H-ketens, die respectievelijk γ-, α-, μ-, ò- en ¿-ketens wol-
den genoemd. Van de L-ketens /ijn slechts twee hooldtvpen bekend: 
κ en / ketens. 
Er zijn van IgG inmiddels 4, van IgA 2 en van IgM veimoedelijk 2 
Subklassen bekend die bij elke mens vooikomen. Bovendien zijn ei een 
giooi aantal genetisch bepaalde vaiianten van H- en L-ketens beschie-
ven. 
Het IgA werd in 1954 door Williams voor het eeist beschie\cn als ßx. 
Heremans e.a. (1959) isoleeiden het eiwit uit sei um en Schul t/c (1959) 
herkende het als behorend tot de gioep \ a n specifieke antistollen. Gug-
lei e.a. (1958) vonden dat IgA ook in moedcimelk vooikomt. De concen-
iralieverhouding van IgG t.o.v. IgA in sei um is ± ü. In moedermelk is 
deze \ e ihoud ing slechts 0,05, IgA overheeist hierin dus sterk. Ook in an-
dere secreta, alkomstig van neus, bionchiën, claim, uiineblaas, galblaas 
en ceivix en in t ianen, speeksel en in ui ine weid dit domineren van IgA 
waaigenomen (lit. ovci / i t lu Tornasi en Bienenstock, 19G8). 
Hanson (19(ìl) wees er bij een iiiimunochemische studie van niclkeiwii-
ten voor het eeist op dat ei een partiele identiteit beslaat tussen IgA uit 
sei urn en uil moedeimelk. Het in melk vooi komende Ig/V blijkt een extia 
antigene delciminant te bezitten. Tornasi e.a. (19(>5) loonden aan dat 
IgA in speeksel identiek is met dat in colostrum en dat dit exociiene 
IgA in moleculair gewicht en in s l iuciuur veischilt van IgA in serum. 
Door reductie en alkyleiing konden /ij het secietoiic IgA splitsen in een 
gedeelte dat lysisch-chemisch en immunochemisch identiek was met se-
rum IgA en een polypeptideketen waai op /ich de specifieke antigene 
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detc iminuni van het secieioiic JgA bevond. Deze extia pol\peptideke-
tcn noemden /ij „scoetoiy piece", daarmee ook een tunctic \an di ι 
eiwit suggeiciend. South e.a. (1'JüG) die een iunctie \ a n dit polypeptide 
\erondeistelden bij het t ranspon \ an lgA \ ann i t de inteistitiële vloci-
slol naar het lumen \ a n klieren met externe secretie, spraken van „trans-
p o n piece". O p \ooistel \ a n de W H O commissie die /ich met de nomen-
clatuur van Immunoglobulinen be/ig houdt, woidt het extia polypep-
tide van secietoir JgA thans „secretoiy component" (SC) genoemd 
Asowski e.a., (1970). 
Meei dan 90% van het in normaal menselijk sci um (NHS) vooiko-
metide lgA heelt een sedimentaticcoellicicnt van 7 S. Het grootste ge-
deelte van het in s c o d a aanwezige IgA bestaat daaicntegen uit 11 S 
dimeien. Li zijn bo\endien nog tenminste twee populaties \ a n gioteic 
moleculen ( Tornasi en Czeiwinski, 19(i8; Newtomb e.a., 1908 ) . 
Uit elcctronenmicroscopische studies \ a n S\eh.ig en Bloth (1970) en 
van ß lo th (1970) is gebleken dat het cxoci iene IgA uit colosimm een /-
voimige ulti asti uctuui heelt. De lengte \ an de beide ai men is 05-75 A. 
De steel is 50-55 A lang. De diametei van de/e niolecuulgedcelten is 
resp. 35 A en 25-30 Â. Uit deze gegevens volgi een moleoiulvolume van 
± 16.800 χ 10-->4 ml. Indien woidt aangenomen dal het paitieel specifiek 
volume 0,72 mi-g"1 bediaagl, dan is het nioleoiulgewichi ca. 140.000, een 
getal dat minder dan de hellt is van de \envachte waarde. Zij postuleei-
den daarom een molccuulmodel waarin twee monomere IgA moleculen 
oj) elkaai zijn gestapeld. De seoctoire component is tussen de 4 «-ketens 
opgesloten in het constante deel \an deze keten („Fe" van IgA). Een an­
der argument voor deze st iuctuicle opbouw is nog de bevinding \.m 
Seligmann e.a. (19(39) die bij patiënten met „«-chain disease" aantoonden 
dat het α-keten eiwit dat in hel speeksel van deze patiënten л ooi komt en 
dal veimoedelijk uit F'c-hagmeiit van IgA bestaat, ook SC beval. Hui li­
mami e.a. (19Ü9) toonden na denaUiieiing \ a n exoo ien IgA met guani-
dine een splitsingspioducl aan dat bestond uit 2 a-keiens gebonden aan 
seoetoi ie component. 
fien schets \ an het molecuulmodel \ a n exoo ien IgA is afgebeeld in 
lig. 1. 
Nadat dooi ons was \astgesteld dat de seoetoi ie component in een 
niet aan IgA gebonden vorm — viije SC — in ïelatief giote hoeveel-
heden in noimale moedermelk wordt uitgescheiden (hooldsuik 2) richt-
te ons onderzoek zich in de eeiste plaats op de isoleiing \ an dit eiwit en 
de bestudeiing \ a n de 1) sise he en chemische eigenschappen ei van. De 
zuivering mei chiomatogiafische technieken lcveicle geen bc\ ledigende 
resultaten op. 
Van een ongeabsoibeerd specifiek antiserum tegen SC (hooldsiuk 3) 
werd een immunoabsorbens gemaakt (hooldsiuk 4). Daarmee kon de 
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Figuur 1. Structuurmodel voor exocrien IgA gebaseerd op <le gegevens van Sveliag en 
Bloth (1970). 
vrije SC worden geïsoleerd (hoofdstuk 5). liet molecuulgewicht en de 
aminozuursamenstelling werden bepaald (hoofdstuk 6). Nadat was ko-
men vast te staan dat in alle secreta vrije SC voorkomt naast SC dat aan 
IgA gebonden is, stelden wij een onderzoek in naar de verhouding waar-
in IgA en SC worden uitgescheiden. Als eenvoudig te verkrijgen ex-
tern secreet werd hiervoor parotisvloeistof geko/en. De discrepantie in 
literatuuropgaven over de IgA bepaling in secreta van exocriene klieren 
— bepaald met de radiale immunodilfusiemethode — werd nader geana-
lyseerd alsmede de nauwkeurigheid van de RID-melhode in een eigen 
modificatie (hoofdstuk 7). Hiervoor was o.a. nodig de isolering van IgA 
uit serum en uit extern secreet. Voor dit laatste werd moedermelk geko-
zen. De kwantitatieve analyse van verdunde eiwitoplossingen maakte een 
voorafgaande concentrering noodzakelijk (hoofdstuk 8). De uitscheiding 
van vrije SC en van IgA in parotisvloeistof wordt in hoofdstuk 9 en 10 
besproken. Tenslotte hebben wij met immunofluorescentie een onder-
zoek ingesteld naar de localisatie van SC in jejunumbiopten. De bevin-
dingen en de discussie daarover zijn in hoofdstuk 11 neergelegd. 
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H O O F D S T U K 1 
MATERIALEN EN METHODEN 
1.1 ELECT ROFORFTISCHK TEC.HNIEklN 
1.1.1 Cclluloseacelaat-elcclroforrsc 
Micro/one-elecUoloiese op celluloseacetaat-folie 14,5 χ 5,7 cm (Sarto-
rius Membran Gesellschaft) werd uitgevoerd in een Boskamp electro-
foresebak. Er werd 2 «1 van het te onder/oeken monster opgebracht, of 
een veelvoud van dit volume. 
Builen veional pH 8,6; ,/ = 0,05. 
Potentiaalverschil: 20 volt/cm. 
Electroloreseduur: 15 minuten. 
Eiwitkleuring met Ponceau S volgens labiicksopgave. 
Koolhydiaatkleuiing met de peijoocUuur-Schill methode volgens fa-
brieksopgave. 
De evaluering van de fracties geschiedde — na tiansparant maken van de 
folie — met de rotorscan (Automazione Industiiele, Milaan). 
1.1.2 Polyacryìamidrgel-cìectroforese 
Wij gebiuikten hieivoor cle methode van Baika (1961). De electrofo-
rese werd uitgevoerd met een commet eicel verkrijgbaar elee troforese-
apparaat: acrylophor. 
Benodigde oplossingen: 
Tiisbulfcr pH 8,4. Stamoplossing: 
15 g tris-(hychoxymethyl) aminomethaan 
72 g glycine 
tot 500 ml aq. bidesl. 
Beiciding gel: 
a. 30 g acrylamide, 0,8 g Ν,Ν'-meihylecnbisacrylamide tot 100 
ml aq. bidest. 
b. 1,0 g ß-dimeihylaminopiopionitril tot 100 ml in 2J/^  maal 
verdunde bu 11 ei stamoplossing 
c. 0,03 g kaliumleii¡cyanide tot 100 ml aq. bidest. 
d. 0,48 g ammoniumpersulfaat tot 100 ml acj. bidest. 
Gelijke delen van a, b, с en d worden gemengd. De polymerisatie ge­
beurt onder alsluiting van lucht (dooi een laagje water op het reactie 
mengsel aan te brengen) in electioforesebuisjes van 6 cm lengte en 0,5 
17 
cm inwendige diameier. Na 45 minmen is de gel gevoimd. De gemiddel-
de poriënwijdte \ an de/e gel is ± 2 nm (Fawtett en Monis , 1966). 
Na aanbrengen van de buisjes in het electroforesc-apparaal woidt het 
eiwitmonsler met een microliterspiiit rechtstreeks op de gel gebracht in 
een hoeveelheid van 20-200 Hg eiwit pei gelcylinder. 
De electrodevaten zijn gevuld met 10 maal verdunde buflerslamop-
lossing. 
Potentiaalverschil: 35-45 volt /cm. 
Stroomsteikte: constant 4 niA per gelcylinder. 
Electroforeseduur: 40-50 minuten. 
Kleuring: 1 uur in amido/wail 10 В (10 g/l) in 7 % azijn/uur. 
De gelcylinders woulen electioly tisch ontkleurd geduiende 2 tot 3 uni 
in 7 % a/ijnzuur. 
Stroomsteikte: 7 in Л pei gelcylinder. 
1.1.3 I mmanoclectrof órese 
Deze werd in pimcipe uitgevoerd met de miciomeihode op object-
glaasjes volgens Scheideggei (1955), met gebruikmaking van LKB ap-
paratuur . 
Benodigde oplossingen: 
Veronalbuffer p i l 8,6; ,, = 0,05: 
10,4 g natr iumdiaethylbarbi turaat 
1,84 g diaethylbarbiüiuizuui 
tot 1000 ml aq. bidest. 
Met deze bufler worden de electiodevaten gevuld. 
Gebulleide agaroplossing 1,3%: 
6,5 g agar (Difco Noble) oplossen in 500 ml \]/2 maal ν ei dunde 
veionalbuffer. 
Kleurbad: 
2 g Ponceau S (George T . Gurr . I,lel) opgelost in 900 ml 0,5 M 
natr iumaeciaaibul ler p H 4,0 
100 ml glyceiol. 
Wasvloeistol : 
100 ml glycerol 
20 ml azijnzuur 
tot 1000 ml aq. bidest. 
Door glycerol toe te voegen blijk de agarlaag na droging soe­
pel waardoor deze niet van het glas loslaat. 
Vetvrije objeclglaasjes worden bestreken niet 2 maal ν π dunde ge­
bufferde agai oplossing en vervolgens in de vlam gelixeerd. I liei door 
wordt later een zeer goede hechting van de agarlaag vcikiegen. De glaas­
jes worden bedekt met een 1,8 mm dikke laag gebulleide agaioplossing. 
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Met een miirolitei spuit 2 id eiwitoplossing in de putjes biengen. 
Polen l iaah ei schil: 240 volt (10 volt/cm). 
Eletti οίοι csediiin : 2 u n i . 
Na electiolorese aiiiiseiunigooije \ullen mei 80 «1 antiserum. 
24 u u r laten diti untici en 
2 dagen spoelen in 0,15 M NaCl oplossing 
2 uur spoelen in aq. dest. 
Glaasjes bedekken met l i lt ieeipapiei en onder een tonstanie lucht­
stroom drogen. 
Klem ing: 1 uui in klein bad. 
Onikleuring: 30 minuten met was\locistof. Kort spoelen onder de 
kiaan en tlaaina drogen. 
liij de atbeeldingen is de l inkeikant \an de [iguui ile anodisthe /ijde. 
1.2 IMMUNOCIIl MISCHI 11)1 M i l 1(.\ l i l VVS 1 1\\ 11 1IN 
Dit gebeurde op velschillende manie ien: 
a. Met de dubbelgeldillusie volgens Ouchtei lony. De/e werd uitge-
voeid in 1,3% gebulleule agaigel /oals ν ooi de immunoelertrolorese 
werd toegepast. Voor het maken van de Ouchterlony roset werd het 
LKB ponsappaiaal gebiuikt. Gaatjesdiamelei : 2,5 mm; straal van de 
ïoset 5 mm. 
Ditlusieiijd: 24 uur. 
Spoelen, chogen en kleinen /oals bij immunoelctt ioloiese. 
b. Door bij imniunoelec trolorese, nà de elettioloi elische scheiding, 
maai vóór de dillusie van het antiserum, in een extia putje een bekend 
anligeen aan te biengen. Zie bv. lig. 5. 
t. Met de tcthnick \olgens Osseiman (19(H)). Na elecirofoiese wordt 
aan weers/ijden van het gescheiden eiwitmonstei een gootje in de agai-
gel gemaakt in de lengtei i thting van het plaatje. Een eivan wordt gevuld 
met een polyvalent antisemiti, het andeie met een bekend anligeen. 
Identilicalie van een onbekende pieiipiiaiielijn is nu mogelijk. Zie 
lig. 15. 
1.3 GtLFILTRAllE 
Л\7іï maakten uitsluitend gebiuik van Sephadex (Pharmacia) als mate-
riaal vooi moleculaiie /eving. De behandeling gesthiedde geheel volgens 
de voorsthrilten van de labiikant. Vooi de scheiding weiden Pharmacia 
kolommen gebiuikt. Ze weiden gekoeld met stiomenti leidingwatei 
(12-16 C). Pompen, liatiiecollectors, lotometeis en ïecoideis waien van 
LKIi. Meestal weid geëlueeul in opwaaitse lichting. De toegepaste elu-
tiesnelheid was alhankelijk van de gebruikte Sephadex soort en van 
hoogte en diameter van de kolom. Als eluens werd een oplossing ge-
biuikt van 0,15 M NaCl + 0,02 M loslaat p H 7,0 (PI5Z). 
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] 1 (OSCbMRFRlNC \Λ\ VIRDLNUL LIWllOl'l OSSING1-N 
Veiduntlc eluaten weiden meestal geronceniieeid dooi vacuum ui 
Lrafiltratie bij 4°(, De membianen weiden veivaaidigd van Collodion 
В D H (nccol solution 301 2Ы) Ultrali l l ial iesnelheid 1 3 m l / u u r 
Soms weid na dialyse legen een steik ν ei d u n d e bullei het eiwit ge 
lyoliliseeid en daaina opgelost in een klein volume watei 
Vooi het ± 10 maal concenti ei en van eiwitoplossingen weid gebruik, 
gemaakt van een Sephadex G25 „batch' methode De uitwerking van 
de/e methode woidt beschieven in hooldstuk 8 
1 5 BI REIDING VAN ANTISbRV 
De meeste van de in deze studie gcbi nikte antiseia werden bereid 
dooi ïnimnnisaiie van jong volwassen konijnen (Nieuw Zeelandeis, ge 
wicht van ± 2500 giani) 
0,5 1 mg antigeen, opgelost in 0,5 ml PBZ woidt geemulgeeid met 
0,5 ml r i c u n d s adjuvans compleet De beide vlocislollen woiden hiei 
toe opgezogen m twee tiibeiculinespiutjes van 1 ml, die daaina met el 
kaai wolden veibonden dooi een naald vooizien van twee aansluitingen 
Door enkele malen heen en weei te spuiten woidt op eenvoudige wijze 
een uitstekende en zeei stabiele emulsie veikiegen 1 en belangujk vooi 
deel van deze weikwijze is dat ei niets \лп het dikwijls zeei kostbaie anti 
geen ν ci loi en gaat De emulsie woidt int iacutaan ingespoten ondei elke 
teen van het konijn (bolletjes van 2 а 3 mm dooisnede) en op meeideie 
plaatsen in de ll.tnken, nek, liezen, oksels en bij de staalt De konijnen 
woiden ojD dioog hooi gezet, tei vooikoming van pipilijke ïnlecties aan 
de poten Na И dagen woidt de antistoltitei beooideeld met ïnununo 
eleciiotoiese Konijnen die dan geen ol weinig ïeactie \e i lonen wolden 
mei veidei geblinkt De goed ïeageiende dieien wolden 5 weken na 
begin van de ïmmunisaiie zo volledig mogelijk ν ei bloed Hieivooi woidt 
ondei Nembutal naicose (30 mg/kg ïntiaveneus) de linkei a caiotis 
gecannuleeid 
Soms weid geimmuniseeid met een specihek ïmmunopiecipnaat Zie 
hooldstuk 3 4 
Vooi de ïmmunisatie van schapen weid eenzellde schema toegepast 
De hoeveelheid antigeen was luci 2 5 mg De pioelclieien kiegen na 
4 weken en na 8 weken een intiaveneuze boosteiinjectie met 1 2 mg 
van het antigeen 
1 6 A1ÍSORP11I VAN AMISI RA 
Niet sjiecilieke antiseia weiden dooi absoiptie specihek gemaakt Hiei 
toe woidt aan hel antiseuim een voldoende hoeveelheid van het opgelos 
te antigeen toegevoegd, waai tegen de ongewenste aniistoflen zijn gencht 
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Na incubatie gedurende 1 uur bij 37"C wordt het mengsel gedurende 
15 uur bij 4CC geplaatst. Het gevormde precipitant wordt daarna afge-
centrifugeerd. 
Soms werden alitisela specifiek gemaakt door adsorptie aan antigeen 
dat door binding aan Sepharose ΊΗ onoplosbaar was gemaakt. Zie hoofd­
stuk 4.3. 
1.7 VERHOGING VAN 1I1ERS VAN ANTISERA 
De antisloftitci van zwakke antisera weid ongeveer 3 maal verhoogd. 
Aan één volume van het antiseium wordt een/ellde volume van een 
verzadigde (NH4).,S()4 oplossing druppelsgewijs toegevoegd. Gedurende 
30 minuten woidt magnetisch geroerd bij kameitemperatuur . Het neer-
slag woidt afgedraaid bij 10.000 g en na verwijdering van het supeina-
tans opgenomen in het ooispionkelijke antiserum in У\ van het uilgangs-
volume. 
Hierna woidt gedurende 15 uni gedialyseerd bij 4 С tegen 3 maal 
ververste PBZ. 
1.8 BEREIDING VAN EEN Rl'WE IMMUNOGI OBLI.INI· NFRAC 1 IE LIT 
KONIJNE-ANTISERUM 
Vóór de koppeling van antiscra aan agarose (hoofdstuk 4.3) werd hier-
uit door precipitatie met Na.,S04 een ruw immunoglobul inenpreparaat 
gemaakt. 
Aan 30 ml konijne-aniisciimi woidt bij 25 С 5,4 g watervrij N a , S 0 4 
in kleine porties toege\oegd onder voorzichtig ι oei en op een magnetische 
loerder. Nadat het Na.,SÜ4 is toegevoegd woidt nog 1 uur bij kamei-
lempeiaiLiur gemerci. Hel neerslag wordt algecentrifugeerd, tweemaal 
uitgewassen met 30 ml 18% Na.,S()4 oplossing en tenslotte opgenomen 
in 0,IM NaHCO.,, eindvolume 24 ml. 
De kwantitatieve opbrengst \ a n deze procedure werd nagegaan bij 
10 normale konijnesera. De eiwitconcentratie werd bepaald met de 
biureetreactie. Het gammaglobulinengehalle werd met behulp van mi-
ei ozone-eleetroforese op celluloseaceiaatfolie \astgestelcl. Tabel 1. 
In fig. 2 is de eiwitsamenslelling weergegeven na eleclrofoiese op cel-
luloseacetaat van 6 noi mule konijnesera en de hieruit bereide gamma-
globulinenpi epara ten. 
1.9 REDUCTIE EN ALKYLERING VAN EIWITTEN 
Het te reduceien eiwit wordt in 0,1 M tris-HCl buller p H 8,0 op-
gelost ( ± 30 mg/ml) . De reductie woidt uitgevoerd door gedurende 
18 uur bij 4"C te dialyseien tegen 500 ml van een vers bereide oplossing 
van 0,1 M 2-mercaptoaethanol (2-MF) in 0,1 M tris-HCl buffer p H 8,0. 
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Tabel 1. Het eiwitgehalte van de gammaglobulinenfractie (24 ml) verkregen na 
uitzouting met N'a.,S04 \an konijncserum (30 ml). 
Konijn 
1 
2 
3 
1 
5 
6 
7 
8 
it 
10 
gemiddelde 
waaide 
Eiwitconc 
mg/ml 
16,5 
11,6 
10,7 
18.1 
12,6 
15,8 
20,4 
ii.:; 
13,6 
21,7 
15,5 
' ; gamma-
globulin«] 
63 
58 
49 
69 
59 
51 
55 
62 
52 
58 
58 
Gammaglob. 
mg/ml 
10.4 
6,7 
5.3 
12.5 
7.1 
S 1 
11.2 
8.9 
7.1 
12,5 
9,0 
De vrije SH groepen worden daarna gealkyleerd met J-aceetamide door 
dialyse gedurende 24 uur tegen 1 1 van een 0,001 M oplossing van J-
aceetamide in 0,05 M tris-HCl buffer p H 8,0. 
De oplossing van het gealkyleerde eiwit wordt daarna gedialyseerd 
tegen PßZ en tenslotte geconcentreerd. 
«Ml 
mm «Ä · « · « · 
ш | ШЛ у | mm ^ ¡Ш 
Figuur 2 Celluloseacelaatelectroferogram van zes normale konijnesera (boven) en de 
hieruit door Na.SO. precipitatie bereide gammaglobulinenpreparaten (beneden). 
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1.10 VERZAMELEN VAN SECRETA 
1.10.1 Parol isvloeistof 
Deze werd verzameld met een afneemsysteem zoals door Lourie (1943) 
werd beschreven. Het door ons toegepaste cupje werd vervaardigd van 
perspex. Fig. 3. De afvoerbuisjes waren van roestvrij staal. Ze werden 
met twee componentenlijm vastgekit. Voor zeer jonge kinderen werd een 
cupje gemaakt met de halve afmetingen. 
0_15mm 
afvoergang van 
Stensen 
Figuur 3. Mnecmsvslcem voor het verzamelen van parut isvloeistof 
(naar Lourie. 1943). 
Het cupje wordt op de opening van de afvoergang van Stensen ge-
plaatst. Met een injectiespuit wordt de ringvormige kamer voorzichtig 
vacuum gezogen. 
De opening van de afvoergang van Stensen is niet altijd gemakkelijk 
te vinden. Wij maken daarom het wangslijmvlies eerst droog. Bij goede 
belichting is de eerste ui t t redende druppel dan steeds goed te zien. Het 
cupje irriteert het wangslijmvlies vrijwel niet en op dc/e wijze kan ge-
durende vele uren parotisvloeistof worden opgevangen. Het volume van 
de vloeistof wordt door weging bepaald. Het soortelijk gewicht wordt 
hierbij op 1,00 gesteld. De geringe stijging van het soortelijk gewicht bij 
toenemende stroomsnelheid (1,010 bij 2,6 m l / m i n ; Kcrr, 1961) wordt 
hierbij verwaarloosd. 
1.10.2 Moedermelk en colostrum 
Deze secreta werden met behulp van een borstpomp verkregen. 
De melk die gedurende de eerste drie dagen na de partus werd ver-
zameld definieerden wij arbitrair als colostrum; daarna spraken wij van 
moedermelk. 
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H O O F D S T U K 2 
O N D E R Z O E K NAAR H E T V O O R K O M E N VAN V R I J E NAAST 
G E B O N D E N SECRETOIRL· C O M P O N E N T IN M O E D E R M E L K 
2.1 INLEIDING l· N HYPOTHESE 
Tornasi e.a. (1965) maakten \oor het eeist in een histochemisch on-
dei/oek aannemelijk dat in parotisweefsel SC en IgA in verschillende 
cellen woulen gesynlheiiseeid. Met een fluoiesceiend aniiseinm, speci­
fiek geiicht legen de α-kelen van senim IgA \ontlcn /ij in hel inieisii-
tium van de speekselklier talrijke sterk lluoiescerende — dus «-keten 
be\ altende — cellen die de typische moilologie \an plasmacellen had­
den. Met een fluoiesceiend anti-SC antiserum weiden daaicntegcn geen 
positieve cellen in het interstiiium ge\onden. Wel lluoiesceerden hiermee 
de epilheelcellen лп de acini, dus cellen die het actief seceineiend 
gedeelte van de klier vormen. 
Door Toni ville e.a. (1969) weid dit onder/oek bevestigd. Rossen e.a. 
(1968) en Jacobs e.a. (1968) namen echtei — e\eneens mei immuno-
fluoiesccntie — cellen in het inleis l i t ium waar die /owcl positief waren 
\oor IgA als \ooi SC en /ij ondeischreven de op\at t ing van H o n g e.a. 
(1966) dal de synthese \an IgA en SC in één en de/elfde cel plaatsvindt. 
Elk ondci/oek met fluoi esc ei ende antistoffen moet echtei uiterst voor-
zichtig worden geinterpreteeul. Dooi aspecilieke lluoiescentie en voor-
al dooi de aspecificiteit \ a n hel gebiuikle antiserum kunnen gemakke-
lijk vcrkeeule conclusies worden getiokken. 
Heiemans en Crabbé (1967), Tornasi en Bienenstock (1968), Tourvil le 
e.a. (1969) en Tornasi (1970) wij/en ei met nach uk op dal met name 
anti-SC antiscia met achtel doc ht moeten worden beschouwd. Het is o.a. 
/eer moeilijk een deigelijk antiserum te bereiden dat absoluut viij is 
van anti-lacloleiiine antistoffen. 
Lactofeiiine is een ijzeit ianspoiteicnd eiwit dat in secreta van alle 
exociiene klieien vooikomt en dat gemakkelijk complexen voimt met di-
veise andere eiwitten. Een eiwit dat uit een dei gelijk secieet is geïsoleerd 
is daaiom dikwijls met laciofenine veronlieinige!. 
Antisera tegen SC wolden \iijwel steeds gemaakt door antisera tegen 
exocrien IgA te absorberen met serum IgA ol mei NHS. Hieibij is de 
kans aanwe/ig dal antistoffen, gericht tegen andeie antigene determinan-
ten dan van SC, die wèl in exociien IgA vooi komen maar niet in serum 
IgA, in het antiseium achtelblij\en na de absorptie met NHS. Wijzelf 
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beschieven een dergelijk antiserum (\an Munstei e.a., 19G9) dat niet 
meer reageerde met 7 S seium IgA, noch met \rije SC, maar dat wel een 
sterke precipitane vei toonde met exoctien IgA. Ook door Biandtzaeg 
e.a. (1970) wordt een deigelijke specilieke deteiminant beschreven. Api-
cella en Allen (1970) hebben e\encens een antigene specificiteit aange-
toond \ a n polymeei IgA die 7 S IgA niet heek. Mogelijk beinstcn de/e 
waarnemingen op de onlangs door Halpein en Koshland (1970) beschie-
ven „]" keten die speciliek /on /ijn voor climcer IgA. 
O p de specificiteit van de/c antiseia wordt in hooldstuk 3 nader inge-
gaan. 
De door Rossen e.a. (19G8) en Jacobs e.a. (1968) gevonden „SC kleu-
ring" van plasmacellen, welke bevinding door niemand is bevestigd, kan 
wellicht verklaaid woiden dooi te veronderstellen dat het dooi hen ge-
bruikte antiseium de bovenbeschreven bij/oiideie speciliciteit \oor exo-
crien IgA be/at. 
Momentcel wordt algemeen aangenomen dal uil de imnuinolluores-
cenlic studies moei woitlen geconcludeerd dat IgA en SC onalhankelijk 
van elkaai in velschillende celsooricn worden gesynthetiseeid. 
Andeic waarnemingen wij/en e\encens op een autonome, althans een 
van IgA onafhankelijke synthese \ an SC. Door South e.a. (1966) werd 
vooi het eerst hel voorkomen aangetoond \ a n niet aan IgA gebonden 
SC — vrije SC dus — in speeksel \ a n pasgeboienen. Bij neonati komt in 
het serum geen ol slechts uileist weinig IgA \oor (o.a. West e.a., 1962; 
van Munster en Stoelinga, 1965; Fulginiti e.a., 1966; Thoin e.a., 1967). 
Ook bij agammaglobulinaemic-patiénten en bij die patiënten mei ataxia 
teleangiectasia — die geen ol weinig IgA aanmaken — vonden de/c on-
derzoekers vrije SC in speeksel (Sonili e.a., 1967). Hanson en Johansson 
(1967) loonden vrije SC aan in \crschillende secieta (ncussecieei, m i n e 
en melk) van enkele overigens ge/onde peisonen bij wie geen IgA in 
serum en in secreta kon worden aangetoond. 
Proeven van Asowsky en Small (1967) bevestigden op andere wij/c 
de van IgA onalhankelijke aanmaak van SC. Zij incubeerden in v ino 
melkklieiweelscl van een konijn met 14C-lysine en -isoleucine en von-
den dat nagenoeg uitsluitend labeling plaatsvond in de T-keten, hel 
equivalent van SC \an menselijk exociien IgA, leiwijl IgA viijwel niet 
radioactief werd gemerkt. 
Hui l imann en Zubei (1968) gingen de in \ i i ro synthese na van eiwit-
ten door menselijk speekselklieiweefsel. Uit de expeiimeniele gegevens 
werd de conclusie getiokken dat de synthese van SC grotei was dan van 
het locaal geproduceerde IgA. 
Uitgaande van een min of meer onalhankelijke synthese \ a n IgA door 
plasmacellen aanwe/ig in hel interstitium en van SC door exociiene 
kliercellen, veronderstelden wij dat vooral bij /eer actief secerneiencle 
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klieren — zoals bv. de melkklier in een latere lactatieperiode — een 
relatieve overproductie van SC kan worden verwacht. In dat geval /al SC 
niet gebonden aan IgA in het secreet voorkomen. 
2.2 VRIJE SC IN MOEDERMELK 
Ontvette en caseïnevrijgemaakte moedermelk werd door gelfiltratie 
over Sephadex С 200 gefractioneerd. Een elutiepatroon met drie pie­
ken werd verkregen. Fig. 4. Alle opgevangen fracties werden na con­
centratie immunoelectroloretisch onderzoek met anti-α en met anti-SC 1 
antiserum. Dit laatste is het klassieke anti-SC antiserum. Het werd bereid 
door immunisatie van een konijn met exocrien IgA en specifiek gemaakt 
voor SC door het primair verkregen antiserum te absorberen met NHS 
(hoofdstuk 3.2). 
280 nm 
0 50 100 150 200 
elutie volume fml-1 
Figuur 4. Elutiediagram van ontvette en van caseïne bevrijde moe-
dermelk na Sephadex (. 2(10 gelfiltratie. Kolomafmetingen 40 χ 2,5 
cm. Pompsnelheid 12.5 ml/uur. 
De eerste piek bevatte veel eiwit dat met beide antisera een/elfde pre-
cipitatiepatroon vormde: exocrien IgA. In de hoofdfractie van de tweede 
piek was geen IgA aantoonbaar, (fig. 5A) maar met anti-SC I antiserum 
werden twee precipitatielijnen in het α2-β gebied gevonden. Fig. 5C. 
Een van deze lijnen werd geïdentificeerd als alkomstig van lactoferrine 
(hoofdstuk 3.2.2). De andere is dus waarschijnlijk ontstaan door preci-
pitatie met antigene determinanten die wél in exocrien IgA voorkomen, 
maar niet in serum IgA. Dit moeten dus determinanten zijn van SC of 
van andere specifieke determinanten van exocrien fgA. De afwezigheid 
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м м 2 e piek 
antf-α 
MM 2 e plek s p ν G 
щ апч-sc ι 
MM 2 plek С 
Figuur ö. Immunoelectroforetisch onderzoek van eiwit uit de tweede piek na gel-
filtratie over Sephadex G 200 van ontvette, caseïnevrijgemaakte moedermelk. Sp. v. G.: 
20 maal geconcentreerde parotisvloeistof van een agammaglobulinaemie-patiënt. Dit 
speeksel werd ingebracht na beëindiging van de electroforese. 
A. IgA is niet aantoonbaar. 
B. Er bestaat immunologische identiteit tussen een ß-eiwit uit de tweede piek en 
ten eiwit uit het speeksel, vermoedelijk vrije SC. 
van IgA in de tweede piek sluit de aanwezigheid van laatstgenoemde de-
terminanten en van gebonden SC uit. Waarschijnlijk is de tweede preci-
pitatielijn dus ontstaan op basis van vrije SC. Voor nadere identificatie 
werd in een immunoelectroforese-experiment na de electroforese maar 
vóór de diffusie van het antiserum, in een extra putje 20 maal geconcen-
treerd parotisspeeksel van een agammaglobulinaemie-patiënt gebracht. 
In dit speeksel was met immunoelectroforese en met een Ouchterlony 
proef geen IgA aantoonbaar. Fig. 5B. South e.a. (1906) bewezen dat in 
een dergelijk speeksel vrije SC voorkomt. Wij vonden met het anti-SC I 
antiserum een precipitatielijn afkomstig van een speekseleiwit die een 
patroon van volledige identiteit vertoonde met de onbekende /Mijn. Dit 
maakte het voorkomen van vrije SC in moedermelk zeer waarschijnlijk. 
Strikt genomen kon de gevonden identiteit echter nog berusten op 
een ander in beide secreta voorkomend eiwit, met in het gebruikte anti-
serum precipiterende antistoffen tegen dit eiwit. 
Om de aanwezigheid aan te tonen van de antigene determinanten van 
SC in een moedermelkfractie waarin IgA niet voorkomt werden konijnen 
geïmmuniseerd met eiwitten van de tweede elutiepiek. 
Het verkregen antiserum bevatte o.a. antistoffen tegen serumalbumine, 
lactoferrine en enkele andere melk- en serumeiwitten. Door absorptie 
met NHS werd het specifiek gemaakt voor melkeiwitten. Met dit anti-
serum (anti-SC II) werd eerste piekmateriaal — verkregen na Sephadex 
G 200 gelfiltratie van menselijk colostrum — immunoelectroforetisch on-
derzocht. De gevonden precipitatielijn vertoonde een patroon van identi-
teit met die welke met anti-α antiserum werd verkregen. Fig. 6. Het 
aldus bereide antiserum bevatte geen antistoffen tegen α-ketens (geen 
reactie met serum IgA) maar precipiteerde wel met IgA uit colostrum 
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IgA uit serum 
Figuur (). Immunoelectrotoretisch onderzoek van colostrum IgA en serum IgA. Het 
anti-SC II antiserum précipitée« niet met serum IgA (B), maar wel met exocrien 
IgA (A). 
(exocrien IgA). Dit moet dus berusten op aanwe/igheid van antistoffen 
gericht tegen antigene determinanten die exocrien IgA onderscheiden 
van serum IgA. Aangezien het eiwitmateriaal waarmee werd geïmmuni-
seerd geen IgA bevatte, moet het antisertim derhalve antistoffen bevat-
ten tegen antigene determinanten van SC. Het eiwitmateriaal zelf moet 
dus niet aan IgA gebonden — dus vrije SC — bevat hebben. Hiermee is 
met zekerheid bewe/en dat in caseïnevrijgemaakte moedermelk vrije SC 
voorkomt. 
Al onze experimenten waren uitgevoerd met ontvette moedermelk 
waaruit door precipitatie bij p H 4,6 — gedurende 1 uur — de caseïne 
was verwijderd. De mogelijkheid van afsplitsing лап vrije SC uit exocrien 
IgA tijdens de/c procedure is niet denkbeeldig. Grey е.а. (1968) vonden nl. 
dat H- en L-ketens van de subklasse IgA 2 — door Kunkel en Prendergast 
(1966), Feinstein en Franklin (1966) en Vaerman en Heremans (1966) 
vrijwel gelijktijdig beschreven — niet covalent zijn verbonden. In IM 
azijnzuur stelden zij een volledige splitsing vast van H- en L-ketens. Zij 
suggereerden dat de afsplitsing in zuur milieu van SC uit exocrien IgA, 
die door verschillende onderzoekers werd beschreven (Hong е.a., 1966; 
Hanson en Johansson, 1967; Tornasi en Galvanico, 1968) op dezelfde 
basis berustte. Dit vooral omdat juist IgA., in colostrum in relatief hoge 
concentratie voorkomt: gemiddeld 5 4 % van het IgA in colostrum was 
van de subklasse IgA., tegen 2 5 % in het serum van dezelfde drie proef­
personen. 
Wij onderzochten daarom ook moedermelk waaruit caseïne niet was 
verwijderd, liij Sephadex G 200 gelfiltratie werd hetzelfde drietoppige 
elutiepatroon gevonden als van caseïnevrijgemaakte moedermelk. In de 
tweede piek vonden wij eveneens een grote hoeveelheid vrije SC. 
De aanwezigheid van vrije SC in caseïnevrije melk is dus niet het gevolg 
van een afsplitsing van deze keten uit exocrien IgA onder invloed van 
het zwak zure milieu tijdens de caseïneprecipitatie, maar vrije SC komt 
als zodanig in moedermelk voor. 
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Conclusie: De uitscheiding van een aanzienlijke hoeveelheid vrije SC 
in moedermelk is met zekerheid vastgesteld. Dit berust zeer waarschijn­
lijk op een relatieve overproductie van dit eiwit door de actief secerne-
rende melkklier. 
2.3 VERSCHIL IN ANTIGENI·'. STRUCTUUR TUSSEN VRIJE EN AAN IgA 
GEBONDEN SC 
Rij immunoelectroloretisch onderzoek van niet gefractioneerde moe­
dermelk met anti-SC II antiserum ontstaat een precipitatiebeeld waarin 
behalve een zeer sterke lactoferrinelijn twee lijnen voorkomen in het ge­
bied waarin IgA met anti-α antiserum neerslaat. Fig. 7A. 
Figuur 7. Immunoelectroforetisch onderzoek van onlvelte, caseïnevi ijgemaaktc moe-
dermelk. Sp. x. G.: 20 maal geconcentreerde parotisvloeistof van een aganimaglobu-
linaemie-patiënt. 
Met het anti-SC II antiserum wordt de partiele identiteit lussen vrije SC (Sp. v. G.) 
en aan IgA gebonden SC aangetoond. 
Deze lijnen vertonen een patroon van partiële identiteit. Van de boog-
vormige lijn in het /¿-gebied was de identiteit met vrije SC al aange-
toond (2.2). De andere — typische polyclonale lijn — is waarschijnlijk 
van aan IgA gebonden SC afkomstig. 
Deze waarneming werd nader onderzocht in een experiment waarbij 
na electroforesc, maar vóór diffusie van het antiserum, in een extra putje 
20 maal geconcentreerd speeksel van een agammaglobulinaemie-patiënt 
werd gebracht. Fig. 7B. De identiteit van het vrije SC uit dit speeksel en uit 
moedermelk wordt duidelijk aangetoond. Verder gaat de lijn afkomstig 
van gebonden SC van moedermelk wél over in die van vrije SC van het 
IgA-loze speeksel, maar kruist deze lijn niet. Het anti-SC II antiserum 
toont dus een partiële identiteit aan tussen vrije en gebonden SC, waar-
bij in vrije SC meer antigene determinanten aanwezig of bereikbaar zijn 
dan in het aan IgA gebonden SC (van Munster e.a., 1909). Ook in een 
Ouchterlony-experiment kan de partiële identiteit tussen vrije en ge-
bonden SC duidelijk worden gedemonstreerd. Fig. 8. 
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Onze bevindingen werden tezelfdertijd en geheel onafhankelijk door 
Brandtzaeg (1908) en Brandtzaeg e.a. (1970) bevestigd. De specificiteit 
van Brandtzaeg's en ons antiserum werd door Hanson (1970) onderzocht 
en identiek bevonden. 
vrije SC 
Exocrien IgA 
O. 
^"—^ Αι 
Figuur 8. Imnuinodiffiisie experiment waarmee de 
partiële identiteit tussen vrije SC en aan IgA gebonden 
SC wordt aangetoond. 
Het immunochemische verschil tussen het in secreta voorkomende 
vrije en gebonden SC kan berusten op de aanwezigheid van een speci-
fieke antigene determinant van vrije SC, die bij de koppeling van SC 
aan IgA op irreversibele wijze verdwijnt. Het vrije SC zou dan in primai-
re structuur verschillen van de aan IgA gebonden vorm. 
Een andere mogelijkheid is dat er sprake is van een antigene deter-
minant die gebaseerd is op een tertiaire structuur van vrije SC die bij 
de binding van SC aan IgA verandert, maar die weer terugkeert als het 
exocriene IgA molecuul bv. door reductie gesplitst wordt (Hong, e.a., 
1966; Hanson e.a., 1967; Newcomb e.a., 1968; Tornasi en Bienenstock, 
1968; Brandtzaeg e.a., 1968). 
Tenslotte kan de speciiieke determinant van het vrije SC na de bin-
ding van SC; aan IgA „afgeschermd" zijn, waardoor deze — hoewel aan-
wezig — niet meer bereikbaar is. 
Om dit verder na te gaan werd uit moedermelk geïsoleerd exocrien 
IgA (hoofdstuk 7.8.2) gereduceerd met 0,1 M 2-mercaptoaethanol en 
daarna gealkyleerd met J-aceetamide (hoofdstuk 1.9). Het gereduceerde 
eiwit werd immunoelectroforetisch onderzocht met verschillende antise-
ra. Fig. 9A, В en С. Uit de resultaten blijkt dat zich na reductie en 
alkylering van het geïsoleerde exocriene IgA, een eiwit heeft afgesplitst 
met een electroloretische α.-,-β bewegelijkheid. Fig. 9B. Na de electro-
forese maar vóór de diffusie van de antisera was in de extra putjes speek-
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sel gebracht van een agammaglobulinaemie-patiënt. Het blijkt dat de 
precipitatielijnen die met het vrije SC van dit speeksel worden gevormd 
een patroon van volkomen identiteit vertonen met het a2-ß eiwit, waar-
door dit laatste als SC kon worden geïdentificeerd. Het totaal ontbre-
ken van , ,spurring" van de lijn afkomstig van vrije SC van het speeksel 
over die van SC afgesplitst van exocrien IgA (Fig. 9C) bewijst dat de 
specifieke antigene determinant van vrije SC] ook in het door reductie 
uit 11 S IgA afgesplitste SC voorkomt. Deze determinant moet dus ófwel 
gemaskeerd reeds aanwezig zijn geweest in exocrien IgA, ófwel er is 
sprake van een conformane determinant van vrije SC die bij de koppe-
ling van SC aan IgA op reversibele wijze verdwijnt. 
anti-SC (lp) Я 
en « i ï>^ зр. v. G 
Figuur 9. Iramunoelectrofore tisch onderzoek van gereduceerd en gealkyleerd IgA dat 
uit moedermelk werd geïsoleerd. Sp. v. C : 20 maal geconcentreerde parotisvloeistof 
van een agammaglobulinaemie-patiënt. Dit laatste werd ingebracht na afloop van de 
electroforcse. Het \an IgA afgesplitste eiwit geeft een reactie van volledige identiteit 
met vrije SC tut dit speeksel. 
Een definitieve uitspraak hierover is niet mogelijk. Experimenten van 
Brandtzaeg (1970) wijzen echter in de richting van een gemaskeerde 
antigene determinant . Hij vond bij Sephadex G 200 gelfiltratie van ge-
denatureerd exocrien IgA (6 M ureum, p H 3,5) in het exclusievolume, 
eiwit dat sterk precipiteerde met een antiserum dat alleen gericht was 
tegen de specifieke determinant van vrije SC. Het niet gedenatureerde 
eiwit reageerde hier slechts zeer zwak mee. Er was dus sprake van een 
hoog moleculair eiwit waarin de specifieke determinant van vrije SC nu 
duidelijk aantoonbaar was. Brandtzaeg neemt aan dat de eiwitketens 
van het exocriene IgA worden ontvouwd en dat daardoor de aanvanke-
lijk bedekte determinant bereikbaar wordt. 
Uit onze eigen experimenten en die van Brandtzaeg volgt als meest 
waarschijnlijke conclusie dat de specifieke determinant van het vrije SC 
ook in exocrien IgA voorkomt, maar hierin niet bereikbaar is. In navol-
ging van Brandtzaeg zullen wij deze specifieke determinant de I-deter-
minant noemen (inaccessible). 
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2 4 Н П VüORkOMI \ VAN VRIJL· SC IN DL HOOGMOL ECUI AIRI t l W H F R A C l I L 
VAN MOLDtRMLl к 
Met een sjjeciliek anti SC antiseium (anti-SC (ι ρ )) dat alleen anti 
stolfen bevat tegen de l d e t e i m i n a n t van vnje SC en tegen de determi­
nanten die ν ι ïje en aan JgA gebonden SC gemeenschappelijk hebben 
(beieiding hooldsluk 3 4), weiden alle lracties \ a n moedeimelk, verkie 
gen na gelliltiatie o\ei Sephadex G 200, immunoelectioloietisch ondei-
zocht De hat l ies weiden hieivooi 25 maal geconcentieeid dooi vacuumul-
t iahl t ia t ie De tweede piek bevatte /oals bekend een hoge concentratie 
aan vnje SC In de eeistc piek liacties waien echtei twee lipien /ïchibaai 
w a a n a n de langste \ eidween als het ant isenun specihek gemaakt werd 
\ooi de I-deteiminant dooi absoiptie met geisokeul exocnen IgA big 
10 l i /ïjn dus in het exclusievohime \ a n de kolom twee molciuulpopu 
Ltties aanwe/ig een waai in alleen de gemeenschappelijke deteiminanten 
\dn SC \ooikomen en een waann de Ide t e iminan t aanwe/ig is In elk 
monstei van eeiste piekmatenaal dat gedurende de gehele studie weid 
ondeizochl bleek „vrije ^ v 0 0 1 t e komen Ook door Biandt/aeg e a 
(1470) weid een geinige hoeveelheid „vnje SC" in de eeiste piek gevon 
den 
t i /ijn twee mogelijke vciklanngen vooi de/e waarneming 
1 In moedei melk komt een hoogmoleculaii eiwit vooi waai aan SC is 
gebonden op een zodanige wijze dat de 1-deieiminant beieikbaar is 
л Dit zou gedenatineeid exornen IgA kunnen zijn Dooi Biandtzaeg 
(1968) weid bcschicven dat dooi denat ine i ing met 5M ureum de I de 
terminant beieikbaar wordt teiwijl de kwarte inane st iuctuur van het 
exoriiene Ig V behouden blijlt Len gelinge hoeveelheid gedenatuieerd 
IgA in moedeimelk zou de piecijjitatie van ,,vnje SC achter exocnen 
IgA dus kunnen verklaien 
b Ook aan IgM kan SC /ich binden Dooi Thomjjson (1970) weid 
bij twee patiënten met een totale deficiëntie aan IgA het voorkomen 
in seium beschieven van aan IgM gekoppeld SC Thompson beschikte 
niet ovei een antiseium met sjjeciliciteit voor het vrije SC Het is dus 
niet zeker of in het dooi hem beschreven SC IgM complex, de I deteimi-
nant beieikbaar was Radi e a (1971) vonden dat in seia van patiënten 
met een macioglobulinaemie van Waldensl i0m, polymeei IgM ν ooi komt 
dat /ich in vitio bindt met vnje SC afkomstig van speeksel van een agam 
maglobulinaemie patient 
( Hoewel tot nu toe een binding van SC aan andeie hoogmoleculane 
eiwitten niet in de l i teiatuui is beschieven, is de/e mogelijkheid niet 
uitgesloten 
2 Het vnje SC is als zodanig gejjolvmeiiseeid met behoud van de 
I dete iminant 
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"280 nm. 
100 200 300 400 
eluti'e volume (ml.) 
MM 1 piek 
anti-SC (ip) 
anti-vrije SC ( I -determinant) 
figuur lü. lilutiediagram \an onL\cilc, caseïnevrijgemaakte moedermelk na Sephadex 
G 200 gelfiltratie. Alle fracties weiden immunoelectrofojeliseli onderzocht met anti-
SC (i-p-) antiserum. 
Na absorptie van dit antiserum met exocrien IgA blijkt in de eerste piek nog „vrije 
SC" aantoonbaar te zijn. (B en C). 
Wij onderzochten deze mogelijkheden door gebruik te maken van het 
principe van de immunoselectieplaat, dat door Radi (1970) werd aange-
geven. In een dubbelgeldiffusietechniek wordt van te voren aan de agar 
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een antiserum met een hoge antistoftiter toegevoegd. Hierdoor ontstaat 
een voorselectie van de diffunderende antigenen, doordat die antigenen 
waartegen het antiserum is gericht direct precipiteren. 
Wij pasten het bovenbeschreven principe toe in combinatie met een 
Ouchterlony identificatie om na te gaan of het „vrije SC" uit de eerste 
piek na Sephadex G 200 gelfiltratie van moedermelk aan IgA of aan 
IgM gebonden is. 
Aan de gesmolten agar werd een specifiek antiserum toegevoegd tegen 
respectievelijk «-ketens en μ-ketens. De centrale put van de Ouchterlony 
roset werd met anti-SC (i.p.) antiserum gevuld, de andere putjes met 
verdunningen van eerste piekmateriaal en met geïsoleerde vrije SC. 
Fig. 11. Buiten het centrale precipilaat op basis van IgA respectievelijk 
IgM werd in beide gevallen een precipitatielijn gevormd met het anti-
SC antiserum die een reactie van volledige identiteit vertoonde met vrije 
SC uit speeksel van een agammaglobulinaemiepatiënt . 
A (anti-tir) В (anti-/;) 
о 
Figuur II. Onderzoek van eerste piekeiwit met de immunoselectiemethode volgens 
Ràdi (1970). 
Α. anti-α antiserum in de plaat. В. anti-μ antiserum in de plaat. 
Antiserum: anti-SC (i.p.), putje 9. Antiserum: anti-SC (i.p.), putje 9. 
Antigenen: 1,3 en 5: speeksel van een Antigenen: 2,3,4 en 5: eerste piek-
agammaglobulinaemie-paticnt; 2,4 en eiwit; 1: NHS. 
6: eerste piekeiwit; 7: NHS. 
Het „vrije SC" in de eerste piek kan clus niet aan IgA noch aan IgM 
gebonden zijn. 
Het door Brandtzaeg e.a. (1970) in de eerste piek gevonden „vrije-
SC" wordt door hen dus ten onrechte opgevat als aan IgA gebonden 
SC waarin de I-determinant door denaturer ing bereikbaar is geworden. 
Brandtzaeg e.a. (1970) vermeldden dat bij toenemend sterke reductie 
:Í¡ 
van geïsoleeul exocrien IgA met 2-meiraptoaethanol een toenemende 
hoe\eelheid ,,MÌJC SC" in de eerste piek werd gevonden. Ook Ncwiomb 
e.a. (1968) vonden een polydisjjeisiteit van SC bij reductie met dithioeiy-
thrytol. Bij de/e experimenten kan uiteraaid geen binding hebben plaats 
gevonden van SC aan een niet ge'identiliceerd hoogmolcculah eiwit. 
O p grond \ a n de/e gegc\cns en on/e eigen waarnemingen is het /eei 
waaisthijnlijk dat het „vrije SC" dat na Sephadex G 200 gelliltratie van 
moedeimelk in het exclusievolume wordt ge \onden een gepohmeiiseer-
de \ o i m is van vrije SC. 
2.5 S<\\11'.NVAI UNO 
Uil literatuiu gegevens slaat \ast dat de secietoiie component en IgA 
in al/ondeilijke celsoorten worden gesynthciisecid. Len ongelijke produc-
tie van beide eiwitten zal kunnen leiden tot de uiischeiding in seciela 
van SC dat niet aan IgA gebonden is. Wij veronderstelden dat dit bij 
een actieve melkklier het geval /ou kunnen zijn. De/e hypothese kon 
wolden bevestigd. 
Tevens bleek dat het vrije SC een extra antigene determinant heeft 
die in de aan JgA gebonden vorm /eet waai schijnlijk wel voorkomt 
maar hierin niet bereikbaar is (I-determinant). 
Het voorkomen van een polymère \orm \ an vrije SC] in mocdeimelk 
wordt bediscussieerd. 
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H О О F D S Τ U iv 3 
DL B L R L I D I N G LN DE SPLCIFICI I L I 1 VAN 
A N T I S C A N T I S L R A 
3 1 lNLLiniNG 
Dooi \iijwel alle ondei/oekeis woicll tot nu toe een anti SC anlise 
m m beieid dooi een antiseium, \cikiegen dooi immunisaiie met exo 
cuen IgA, te absoi beien met sei um IgA ol met noi maal menselijk se 
n u n (NHS) ben deigeli |k antiseium woult cchtei ten omechte be 
sthouwd als speciliek g e m h t tegen SC De/e o jnat t ing beiust op de dooi 
Tornasi e a (l()t>5) gege\en delinitie \an SC- de extia polypeptuleketen 
die exocncn IgA immunochemisch ondeischeidt van seium IgA Ge/ien 
het huidige in/icht o\ei de siine tuur \an exocnen IgA (inleiding, tig 1) 
kunnen amisela tegen dit eiwit zich in meei opzichten onderscheiden 
\an antiscia genchi legen sei urn I g \ dan alleen op basis \an SC 
Bij immunisaiie met exociien IgA is in principe de \o iming mogelijk 
van antistoffen die gericht zijn tegen de antigene determinanten van 
a ketens 
L ketens 
SC (beieikbaie dcteiminanten) 
Confounaties \an dimeei IgA 
Diuieeisjjeciliciteil ,,J" kelen (Halpern en Koshland, 1970) 
Conloimalies samenhangend met de combinane SC - IgA 
De jDioblematiek o\ei de sjjccifuiteit \an anti SC antiseia woidt in dit 
hooldstuk behandeld 
3 2 AMI SC I ANTISERUM 
Alleieeist weid het klassieke anti SC antiseium beieid, zoals dooi 
1 omasi с а (1465) weid aangegeven 
3 2 1 Uitgangsmateriaal 
Colostium weid gedinende 20 minuten gecentiifugeeid bij 20 000 g 
Na \eiwijdeung \an de \eilaag en \an een klein neeislag weid uit de 
licht ojjalescenle \loeistot het caseïne gepiecipiteeul dooi aanzuien met 
azijnzuui op p H 4,5 Het neeislag weid na 1 uui algediaaid ojo 20000 g 
3b 
(20 minuten). De resterende vloeistof werd daarna op een Sephadex 
G 200 kolom gefractioneerd waarbij een viertoppig elutiepatroon werd 
verkregen. Het eiwitmaleriaal van de eerste piek bevat naast een geringe 
hoeveelheid IgM bijna uitsluitend exocrien IgA (Tornasi е.a., 1965). 
Vijl konijnen werden met dit „eerste-piekeiwit" geïmmuniseerd. De 
verkregen antisera werden anti-MM I genoemd. Volgens verwachting 
kon met alle MM I antisera de partiële identiteit tussen exocrien IgA 
en serum IgA in een Ouchterlony experiment worden aangetoond. Er is 
een duidelijke spoorvorming van exocrien IgA over serum IgA waar te 
nemen. Fig. 12. Deze antisera werden vervolgens specifiek gemaakt voor 
colostrumeiwitten door absorptie met humaan serum dat een hoge con-
centratie aan Immunoglobulinen bevatte. 
De /o geabsorbeerde antisera, die niet meer met NHS precipiteerden, 
noemden wij anti-SC I antisera. 
Serum IgA 
Exocrien IgA f> 
tignili 12. Immunodiffiisie experiment waarmee de 
partiële identiteit tussen uit serum en uit colostrum 
geïsoleerd IgA wordt aangetoond met het anti-MM I 
antiscrum. 
3.2.2 Specificiteit van anti-SC I antisera 
I. Alle anti-SC I antisera gaven bij immunoelectroforese van ongefrac-
tioneerde moedermelk en van de eiwitten uit de tweede piek in het 
a2-ß gebied twee precipitatielijnen. Fig. 15 Α. De meest anodisch gelegen 
lijn was vermoedelijk afkomstig van lactoferrine, het rose gekleurde ijzer-
transporterende eiwit, dat in alle externe secreta voorkomt en dat een 
hoge antigeniteit heeft (Masson en Heremans, 19G6). 
Om deze identiteit vast te stellen werd eerst lactoferrine geïsoleerd 
volgens onderstaande methode (Loisillier e.a., 1966). 
37 
SCHEMA VOOR DE ISOLERING VAN LACTOFERRINE UIT MOEDERMELK 
moedermelk 
30 min. 10 000 g 
neerslag vetlaag 
( N H 4 ) 2 S 0 4 pH 4,0 
eindconcentratie 
2 molair, 
30 min laten staan 
centrifugeren op 1500q 
superna tans neerslag 
toevoegen vaste 
( N H 4 ) 2 S 0 4 tot eindcon 
centratie 2,7 molair, 30 min 
laten staan 
centrifugeren 
S 
supernatans neerslag 
oplossen in klem volume 
0,1 M fosfaatbuffer pH 7,0 
Sephadex G 200 cjelfiltratie 
fracties concentreren en 
beoordelen met immunoelec 
troforese met polyvalent 
antiserum tegen moedermelk 
eiwitten. Enkele fracties 
bevatten uitsluitend lactofer 
rine. 
Met de Osserman techniek werd nu de identiteit van de α.,-Iijn met 
het geïsoleerde ladoferrine bewe/en. Fig. 13. 
2. Van de andeie piecipilatielijn kon de identiteit met vrije SC worden 
vastgesteld (hooldstuk 2.2). 
De/e anii-SC I antisera be\a t ten dus in elk geval antisioHen gelicht 
tegen SC. De precipitaticieactie met exociien IgA (Hg. 14) geschiedt dus 
tenminste op basis van S C Dat het anti-SC 1 antiseium \oldoende is ge-
absorbeerd wal bctielt de antistolfen tegen «-ketens, blijkt uit het Osser-
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lacmfei mio 
MM 2 piek 
lactofernne 
Figuur 13. Immunodiffusie experiment volgens Ossernian (1900). De identiteit met 
lactoferrine van het α,-eiwit uit moedermelk wordt hiermee aangetoond. 
man fenomeen dat ontstaat doordat de overmaat serum IgA in het geab­
sorbeerde serum precipiteert met anti-α antiserum. Fig. 14 В. 
3. Om de anti-SC I antisera te testen op antistoffen tegen determi­
nanten welke specifiek zijn voor exotrien IgA — afgezien van SC — 
werd een tweede absorptie uitgevoerd en wel met 20 maal geconcen­
treerd speeksel van een agammaglobulinaemie-patient. Zoals bekend is 
Col 1 piek 
Figuur 14. Immunoelectroforetisch onderzoek van een partieel gezuiverd preparaat 
van exoerien IgA (eiwit uit de eerste piek na Scphadex G 2(И> gelliltratie van ontvette 
en van caseïne bevrijde colostrum). Het anligeen wordt zowel door anti-SC I anti-
serum als door anti α antiserum geprecipiteerd. 
bevat dit speeksel geen IgA, maar wel vrije SC. Aldus geabsorbeerde 
antisera precipiteerden dan ook niet meer met vrije SC voorkomend in 
moedermelk. Fig. 15 В en С. Eén van de antisera gaf echter nog wel pre-
cipitatie met exoerien IgA zoals dat in moedermelk en in de eerste piek 
na Sephadex G 200 gelliltratie van colostrum voorkomt. Fig. 15 lì. 
Het lijkt er dus op dat dit antiserum specifiek precipiteert met exo-
erien IgA, welke reactie echter niet berust op de aanwezigheid van SC 
(van Munster e.a., 1969). 
Hoewel eventuele specifieke determinanten van dimeer IgA voor het 
konijn slechts zeer zwak antigeen lijken te zijn (Ballieux e.a., 1968) is het 
voorkomen van antistoffen tegen dergelijke structuren in anti-SC I an-
tisera niet uitgesloten (Apicella en Allen, 1970). De waargenomen spe-
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Figuur 15. Immunoelectroforetisch onderzoek naar de specificiteit van anti-SC I 
antiserum voor en ná absorptie met 20 maal geconcentreerde parotisvloeistof van een 
agammaglobulinacinie-patiënt (Sp. v. G.). Hetzelfde anti-SC I antiserum werd ge-
bruikt als in bet vorige experiment (fig. 14). De precipitatielijn die in С overblijft is 
afkomstig van lactoferrine. 
ciliciteit kan ook veroorzaakt zijn door antistoffen tegen conlormatie-
determinanten bepaald door de kwaternaire structuur van exocrien IgA. 
4. Bij verdergaande absorptie met NHS verdween deze precipitane 
echter geheel. 
Brandtzaeg e.a. (1970) vonden dat twee van hun antisera tegen speek­
sel IgA, die op eenzelfde manier als de onze waren geabsorbeerd, nog 
precipiteerden met exocrien IgA terwijl een van beiden bovendien nog 
met polymeer serum IgA reageerde. Brandtzaeg schrijft nadrukkelijk dat 
zijn antisera slechts met een geringe overmaat NHS werden geabsor­
beerd. Hij vermeldt niet of bij verdergaande absorptie de gevonden spe­
cificiteit voor exocrien IgA en die voor polymeer IgA behouden blijft. 
5. Een schape-antiserum (S 19) dat eveneens was verkregen door immu-
nisatie met eerste-piekeiwitten na Sephadex G 200 gelfiltratie van co­
lostrum, vertoonde een soortgelijke specificiteit voor exocrien IgA — af­
gezien van SC — die door verdergaande absorptie met NHS snel ver­
dween. 
Dit antiserum werd geabsorbeerd met NHS in een volumeverhoiiding 
van respectievelijk 6:1; 5:1 en 4:1. 
Het 6:1 geabsorbeerde antiserum heeft geen preci pi terende antistof­
fen meer tegen «-ketens: geen reactie met IgA en met NHS. Fig. 16 В. 
Achter vrije SC precipiteert echter nog wel het IgA uit colostrum: 
er is een sterke spoorvorming van exocrien IgA over vrije SC. Ook het 
5 : 1 geabsorbeerde antiserum geeft nog een sterke spoorvorming (fig. 
16 С) terwijl met het 4 : 1 geabsorbeerde antiserum vrije SC en exocrien 
IgA een reactie van volledige identiteit geven.* Fig. 16 D. 
*Hct recent door Nordic uitgebracht anti-SC antiserum vertoont eveneens de hier 
besproken extra specificiteit voor exocrien IgA die door absorptie met NHS geheel 
verdwijnt. 
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anti-MM I ongeabsorbeerd 
anti-MM I geabsorbeeid met NHb (6.1) 
serum IgA 
antt-MM I geabsorbeerd mei NHS Í6I ) 
ммамманннм 
anti-MM I geabsorbeerd met NHS (4.1) 
Figuur 16. Immunoelectroforetisch onderzoek naar de specificiteit van een schape-
anti-MM I antiserum (S 19). Пе „specifieke" precipitatie van exocrien IgA verdwijn! 
l)ij toenemende absorptie van het antiserum met NHS. 
Onze bevindingen kunnen nu als volgt worden geïnterpreteerd: 
a. Het geabsorbeerde antiserum toont specifieke determinanten aan 
voor aan IgA gebonden SC. Dit is echter niet waarschijnlijk. Immers bij 
verdergaande absorptie met NHS verdwijnt de precipitatie met exocrien 
IgA op critische wijze. Hoewel zeer geringe hoeveelheden exocrien IgA 
in NHS waarschijnlijk wel voorkomen (Thompson e.a., 1969; Mach 1970) 
is hierdoor de snelle uitputting van het antiserum toch niet te verklaren. 
b. Het geabsorbeerde antiserum toont specifieke determinanten aan 
van dimeer en/of polymeer IgA. Aangezien in NHS ook dimeer IgA 
voorkomt ( ± 10% van het serum IgA heelt een sedimentatiecoéfficiënt 
van 10,5 S, Heremans e.a., 1959; Ballieux, 1963; Vaerman, 1970; dit 
proefschrift, hoofdstuk 7.8.1.1) zou de uitputting van het antiserum bij 
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vcrdeigaande absorptie hierdoor verklaard kunnen worden. Er stond 
ons echter geen JgA besthikbaai dat geheel vrij was van 10,5 S IgA. Een 
delinilicl antwooid op de \iaag of wij polymeie specilititeil van IgA 
aantoonden was dus niet mogelijk. 
с Een geheel andeic \eiklai ing van de waai nemingen is in lig. 17 
schematisch weeigege\en. 
Voor een immunopiecipitatiercactie /ijn tenminste twee antigene de-
teiminanten j)ci aniigecnmolecuul nodig plus de daartegen gerichte an-
tistollen. Wanneer een\oudigheidshal\e aangenomen woult dat ei twee 
antigene determinanten Ρ en Q op hel Ec-1 ragmen ι van een IgA mole­
cuul \ooi komen, waarsan Ρ een sterkere antigenileit heeft \oor het 
konijn dan Q, dan /uilen er door hel pioeldier meei anti-P dan anti-Q 
antistollen worden gevormd. Bij absorptie met seium IgA (NHS) /al nu 
het aniiseium eerder uitgeput /ijn wat ben el t de anti-Q antistoffen. 
Het monomere IgA (sei urn IgA) kan dan niet meer pict ipiteien maai 
dimeei IgA (exouien IgA) dat per molecuul 2 determinanten Ρ beval 
nog wel. Het antiserum kan echter met serum IgA, ook wat beiielt de 
anti-P antistoffen door vercleigaande absoiplie geheel wolden uitgeput 
zodat dan precipitane met dinieer IgA ook /al verdwijnen. 
Wanneci het bcsthieven tritiseli geabsoibeeide antiseium in een in­
diale immunodil lusieplaal (hoofdstuk 7) weid gebiuikt, bleek serum 
IgA de piet ipi tat ie van exociien IgA te ¡nhiberen. Geïsoleerd serum 
IgA gaf in geen enkele toncent ia t ie een / ichtbare precipitatiering. Met 
exouien IgA ontstonden noi male ringen. Toevoeging van sei um IgA 
aan exociien IgA deed tic ringen groter woidcn naarmate meer serum 
IgA werd toegevoegd. Sei urn IgA bindt this wel antistoffen, maar pie-
t ipi ieeit ei niet meer mee. Dit is in ovei eenstemming met tie boven-
staande ν erondei stelling. 
1.2.3 Samenvatting en (ondusie 
Anlisera tegen SC op tic klassieke wijze bereid (anti-SC I) bevatten 
naast antistoffen tegen SC mogelijk ook antistolfen tegen antigene tletei-
minanten die specifiek /ijn voor exociien IgA, alge/ien van het SC-poly-
peplide. Waarschijnlijk echter is er spiake van een veischil in antigeni-
tcit van enkele antigene determinanten van IgA waardoor — bij onvol­
ledige absoiptie — een antiserum ontstaat clat wel met dimeci IgA pre-
tipiteert en niet mecí met 7 S IgA. 
Met NHS geabsoibeerde antisera tegen exociien IgA mogen dus — 
nog afgezien van hel frequent voorkomen van antilactoferrine antistof-
fen — niet /onder meer als anti-SC antisera worden beschouwd. Bij het 
immunothemisch onderzoek over SC kan beter gewerkt worden met aliti-
sela die bereid /ijn door immunisatie met viije SC. 
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Figuur 17. Mogelijke verklaring voor de waargenomen immunoprecipitatiereactie van 
exociien IgA met geabsorbeerde anti-MM I antisera die niet meer met serum FgA 
precipiterei!. 
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3.3 λΝΓΙ-SC li WHSFRUM 
Dooi immunisalie \an konijnen niet eiwitten, afkomstig uit de tweede 
piek na Sephadex G 200 gelHlliatie van ontvette, caseïnevrijgemaakte 
moedermelk, werd een antiserum bereid dal na absorptie mei NHS rea-
geerde met \rije en mei aan JgA gebonden SC. Dit antiscium toonde bo-
vendien een extra antigene dete iminant aan van vrije SC: de I-determi-
nanl . De specificiieil \ an dit antiserum weid in hoofdstuk 2 behandeld. 
Hoewel dit aniiseium wat betreft SC specificiteit te pieleieren is bo-
ven het anti-SC I antiserum is het vooi kwantitatieve immunorhemische 
bepalingen en /eker \oor immunolluoresccniie-onder/oek onbuiikbaai 
dooi de antistolfcn tegen andeie melkeiwitien die resteren na de absoiplis 
mei NHS. De/e /ijn slechts te verwijderen als de beti el lende anügencn 
beschikbaar /ijn /onder dat de/e verontreinigd /ijn met SC. In alle anti-
SC I en -SC ff antisera vormt vootal cle hoge liter aan anti lactoleninc 
antistoffen een onoverkomelijke moeilijkheid. 
3 . 4 ÏMMIMSAIIK Vil Τ IMMUNOl'KI-CIIMl \\Τ: ANTI-SC. ( І . Г . ) \M ISh.Rl M 
3.1.1 Principe 
Voor het bereiden van spccilieke antiseia tegen één aniigeen \ ooi ko-
mend in een mengsel van antigenen weid voor het eeist door Smith е.a. 
(19G4) gcbiuik gemaakt van immunisalie met onoplosbaie anligeen-
antislol complexen die /ij verkregen door dubbelgeldilfusie in een gela-
linegcl. Goudie e.a. (19Gfi) gebruikten voor hel/elkle doel immunopie-
cipitaat dat /ij ver/ameldcn dooi na immunoeleclroloiese een groot aan­
tal piecipitatielijntjes van een bepaald antigeen nauwkemig uit te snij­
den. De /oigvuldig uilgewassen lijntjes leverden na injectie bij konijnen 
specifieke antisera op. 
Shivers e.a. (1967) sneden ¡mmunoprecipitatielijntjcs uit, ν ei kregen in 
Ouchiei lony dubbelgeldilfusie. 
Het is bekend dat de immunogenitei l van een stof bevorderd wouli 
door een verminderde oplosbaarheid en door een vergroting van de deel-
tjesalmetingen. Een slechte oplosbaaiheid bevordert een langdurige an­
tigene stimulatie en de grotere deeltjes worden beter door de macrofa-
gen gefagocyteerd. Aan beide vooiwaarden is bij het gebruik van immu-
noprecipitatcn voldaan. De benodigde hoeveelheid antigeen is dan ook 
zeer gering. 
Wij pasten aanvankelijk de Goudie methode toe. Als antigeen gebruik­
ten wij 10 maal geconcentreeide parotisvloeislol van een agammaglobuli-
naemiepatiënt; dit bevat vrije SC, lacioferrine, diverse speeksel- en se-
rumeiwitten maar géén IgA. Als antiserum werd anli-SC ÍI antiserum 
gebruikt. Dit bevat voornamelijk antistoffen gelicht tegen vrije en ge-
44 
meenschappclijke delc iminanlen \ a n SC en tegen lacioferrine. Na injec-
tie pei konijn van 20 à 30 SC-piecipilaiielijntjes die met Ficunils adju-
vans waren geliomogeniseeul, \erkregcn wij goede anti-SC antisera die 
echter steeds meer ol minder steik waren veiontreinigd met anlistoHen 
tegen lactoferrine. Dit werd veioor/aakt doordat na immunoelectro-
[orese de piecipitaticlijntjes van SC en lactoferrine elkaar kiuisen, waai-
door bij het uitsnijden van de SC-lijnljcs ook lactolerrine werd meege-
nomen. 
Door in plaats лап immunoeleit iolorese, l ineaiie dubbelgcldillnsie 
toe te passen kon de/e moeilijkheid geheel worden voorkomen. Boven­
dien was met de/e werkwij/e de opbiengst aan immunopiccipi taal veel 
groter. 
3.4.2 Ei »en methode 
De geldillusic wordt uitge\oerd op objectglaasjes (75 χ 25 mm). Zij 
л оічіеп bedekt met een 2 m m dikke laag agargel ( 3 % gebuffeld met 
\cional p H 8,0; μ = 0,05), waarin op ondeil inge alstand van 10 m m drie 
evemvijdige gootjes лап 1 mm breedte worden uitgesneden. De middel­
ste goot wouli gevuld met anti-SC I I antiseium, de beide andeie met 
20 maal geconcentreerde parotisvloeistol van een agammaglobulinac-
mie patient. De diffusictijd is 24 uur. 
Dooi dat hel gebruikte speeksel ι elatici weinig lactolerrine Ьелаі, preci-
pitcert dit eiwit vlak bij de antigeengoten. Fig. 18. De precipilatielijnen 
van л lije SC k u n n e n hierdooi /onder moeite л о і к о т е п vrij лап lacto-
feriinc worden uitgesneden. De geselecteerde lijntjes wolden gedurende 
3 χ 24 urn in regelmatig veners te 0,9''
о
 N a C l uilgewassen. 
speeksel ¿onciei IgA [v G ) 
lactolerrine 
vri|e SC 
nnn-SC Π 
vnje SC Mctofeirlne 
speeksel /ondei IqA (v с 1 
I'iguiii 18. llcicicling van cen imiiniiiopiciipilaal van \iijc SC, dooi lineaiie ппіішію-
(lillusic Lactolciline woidt gccliininccid. 
7 à 10 lijntjes oveieenkomend met maximaal 100
 /(,g viije SC woiden 
in 0,5 ml 0,9% NaCl opgenomen, gehomogeniseerd met 0,5 ml Freunds 
adjmans compleet en op de gebruikelijke wij/e bij konijnen ingespoten. 
O p geleide van de antistoftiter л огсісп de proefdieren na 3 tot 6 we­
ken vei bloed. In bijna alle gevallen werden ïedelijke tol /eer goede anti-
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sera verkregen. Indien na een eenmalige immunisatie geen goede anti-
stottiter werd verkregen, werd ook na een boosterinjectie geen goede 
titerstijging meer waargenomen. 
3.4.3 Specificiteit van anti-SC (i-p.) antisera 
O p de bovenbeschreven wijze werden rechtstreeks specifieke anti-
SC antisera verkregen. Precipiterende antistoffen tegen lactoferrine of 
andere speeksel- of melkeiwitten konden zelfs in drie maal geconcen-
treerde antisera niet worden aangetoond. Deze anti-SC (i.p.) antisera be-
vatten antistoffen tegen de gemeenschappelijke antigene determinanten 
van vrije en gebonden SC en tegen de voor vrije SC specifieke I-deter-
minant . Fig. f9. De antistoltiter tegen laatstgenoemde determinant was 
steeds hoger dan die tegen de gemeenschappelijke determinanten. Door 
absorptie met een geringe hoeveelheid geïsoleerd exocrien Ig A werd een 
antiserum verkregen dat geheel specifiek is voor vrije SC. Fig. 19 В. (van 
Munster е.а. 1971). Hiervan werd gebruik gemaakt voor de kwantitatieve 
bepaling van vrije SC in secreta. Zie hoofdstuk 9. 
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Figuur H). Immunoeleclrolorctiscii onderzoek naar de specificiteit van anti-SC (i.p.) 
antiserum. Na absorptie met exocrien IgA wordt een precipiterend antiserum ver­
kregen dat uitsluitend reageert met vrije SC. 
Door Shivers e.a. (1967) werd gewezen op de mogelijke vorming van 
antistoffen tegen allotypen van konijne-immunoglobulinen (bv. alloty-
pen b 4 en b . van de lichte ketens) bij immunisering met immunopreci-
pitaten. 
Wanneer er een verschil in allotypen bestaat tussen het IgG van het 
primaire antiserum en dat van het in tweede instantie geïmmuniseerde 
konijn, kan het immunoglobulinedeel van het immunocomplex bij het 
ontvangende konijn als antigeen werken. 
Ballieux e.a. (1967) constateerden bij toepassing van de Goudie me-
thode de vorming van precipiterende antistoffen tegen menselijk IgG. 
Mogelijk is hier sprake geweest van een kruisreactie van humaan IgG 
met de beschreven antistoffen tegen konijne IgG. 
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Alle antisera die wij met de beschreven methode bereidden werden 
in een Ouchterlony proef uitgezet tegen een gepooled serum van de ge-
bruikte konijnestam en tegen gepooled humaan serum. Er werden nooit 
precipitatiereacties waargenomen. 
Wel vonden wij precipitatiereacties met agar. Reeds Sordelli en Mayer 
(1931) en Alexander en Heidelberger (1940) we/en op de vorming van 
precipiterende anti-agar antistoffen wanneer paarden werden geïmmu-
niseerd met op agar gekweekte micro-organismen. Door Bendich en 
Chargaff (1946) werd een dergelijke antiserum zelfs gebruikt om bacte-
riële antigenen te testen op verontreinigen met agar. 
Veel van onze antisera gaven bij diffusie in agargel een precipitine-
reactie, terwijl normaal serum van konijnen van de/elfde stam niet rea-
geerde. Fig. 20. 
Θ 
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Figuur 20. Dilliisie van anti-SC (i-p.) antisera (1 l/ni .">) en \au 
normaal konijneserum (6) in agargel. De antisera bevatten precipi­
terende anti-agar antistoffen. 
3.5 SAMENVATTING 
Uit theoretische overwegingen en op grond van literatuurgegevens 
en van eigen experimenten bieden de klassieke antisera tegen SC (anti­
sera tegen exocrien IgA die met N H S zijn geabsorbeerd) onvoldoende 
zekerheid wat betreft specificiteit voor SC. 
Immunisatie met eiwitmateriaal dat geen exocrien IgA, maar wel 
vrije SC bevat leverde een antiserum dat na absorptie met N H S wél 
de vereiste specificiteit voor SC had. Bovendien kwamen in dit antise-
rum antistollen voor die gericht waren tegen een voor vrije SC specifieke 
determinant: de I-determinant. De hoge titer aan antilactoferrine anti-
stoffen maakten dit anti-SC II antiserum echter voor veel doeleinden 
onbruikbaar. 
Met behulp van dit serum werd met lineaire dubbelgeldil fusie tegen 
speeksel van een agammaglobulinaemiepatiëni immunoprecipitaat van 
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SC gemaakt I inmunisaüc hiermee leveide leihtst ieeks monospecifiekc 
anii-SC antiseia op mei \ooia l hoge Litéis aan antistollen tegen de I-de 
te inunant van vnje SC- anti-SC (ι ρ ) antiseia 
Dooi absoiplie met exociien IgA weid h i c u u l een aniiseiuin \crkie 
gen specifiek gencht tegen Mije SC 
Het niet geabsoibeeide anti-SC (ι ρ ) antiseium dat uitsluitend anti-
stoHen bevat gencht legen antigene deteiminanien лап SC voimde de 
basis vooi ons \eideie ondei/oek: isoleiing \an \ri |e SC-, kwantitatieve 
bepaling van vnje SC en de locahsatie van SC in daimbiopten 
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H O O F D S T U K 4 
IMiYIUNOADSORBENTIA 
In hoofdstuk 5 /al uiiecngc/et worden dat wij er niet in slaagden om 
vrije SC met fysisch-chemische methodes te isoleren. Wij maakten daar-
om gebruik van immunoadsoibentia . 
Over principe, methodes, mogelijkheden en beperkingen van de toe-
passing van immunoadsoibentia en over technische en enkele kwantita-
tieve aspecten handelt dit hooldstuk. 
4.1 PRINCIPE 
Onder een immunoadsorbens wordt verstaan een eiwit dat onoplos-
baar in water is gemaakt en dat toch /ovecl mogelijk van de oorspronke-
lijke immunochemische eigenschappen heett behouden. 
De/e onoplosbaarheid kan worden bereikt door het eiwit zelf te 
polymeriseren tot een onoplosbaar procluki ot door het op covalente 
wijze te binden aan een onoplosbare drager. Als dragermateriaal wordt 
veelal uitgegaan van cellulose, van een cellulosederivaat oí van een 
ander polysaccharide dal geactiveerd wordt door invoering van groepen 
die snel kunnen reagcien met bepaalde specifieke groepen van amino-
zuren. 
Uit een mengsel van eiwitten kan nu op immunologisch specifieke 
wijze een bepaald eiwit (antigeen ol antistot) aan het immunoadsorbens 
worden gebonden. Na intensief uitwassen kan het geadsorbeeide eiwit 
daarna weer worden geëlueerd met /wakke zuren ol met sterk gecon-
centreerde zoutoplossingen. 
Hoewel het gebruik van immunoadsorbentia steeds is gebaseerd op de 
specifieke immunologische binding tussen antigeen en antistof, /ijη er 
toch duidelijk velschillende toepassingsgebieden te ondeischeiden. Zij 
kunnen gebruikt worden voor: 
1. De isolering van specilieke antistoflen. 
2. De isolering van één antigeen uil een mengsel van aniigenen. 
3. De specilieke veiwijdering van ongewenste anlistollen (absorptie 
van anüsera) . 
4. De specifieke verwijdering van ongewenste eiwitverontieinigingen 
tijdens de isolering van een eiwit. 
5. De kwantitaüeve bepaling van peptidehormonen met behulp van 
anlistollen gebonden aan een onoplosbare drager, de /gn. DASP (double 
antibody solid phase) methode. 
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Immunoadsoibeni ia weiden aan\ankelijk uitsluitend gebruikt vooi 
de isoleiing van sperilieke anlisiollen. Als immunoaclsoibens weid daai-
bij hel zuivcie antigeen gebruikt. Campbell e.a. (1951) beschreven de 
eerste goed bruikbaic methode. Zij koppelden o\ albumine aan gediazo-
teeid p-aminobenzyhellulose. Het immunoadsorbens be\a t te 15 mg ge-
bonden antigeen per giani drager. De hoeveelheid antistot die geadsoi-
beerd kon wolden bedroeg \x/2 maal het gewicht aan gebonden anti-
geen. In /uur milieu werd de antigeen-antistol binding weei \erbioken 
en in een opbrengst van 8 5 % weid specifieke antisLol veikiegen die vooi 
90% zuiver was. 
Voor de isolering van één antigeen uit een mengsel van eiwitten wol-
den immunoadsorbentia nog weinig toegepast. Bij de/e methode moei 
een monospecifiek antiseuim met een /o hoog mogelijke antistolüiei on-
oplosbaai woidcn gemaakt. Maai /ells met een van te voren dooi immii-
noadsoiptie verkiegen zuivcie anlistol ligt de bindingscapaciteit veel 
ongunstiger dan bij de binding van een antilichaain aan een onoplosbaai 
gemaakt antigeen. Eén antigeeiimolecuul met soms vele antigene de-
teiminanten, kan meerdere anlistofmoleculen binden. Eén antistolmole-
cuul daarentegen kan ten hoogste twee antigeenmoleculen binden. Avra-
meas en Tetnynck (1967) veimeldden bv. een bindingsveihouding tus-
sen anti-IgG en onoplosbaar gemaakt IgG van 1 : 1 (mg/mg), lei wijl 
de binding van IgG aan onoplosbaai gemaakt anti-IgG in een verhou-
ding 1 : 5,5 (mg/mg) plaatsvindt. 
Voor albumine en anti-albumine waien de/e gewichtsveihoiidingen res-
pectievelijk 1 : 2 en 1 : 11. Andeison e.a. (1970) vonden een bindings-
capaciteit van 1 gewichtshoeveelheid IgA pei fi gewichtshoe\eelheden 
gezuiverd specilick anli-IgA iinmunoglobuline, dat aan bioomacctylcel-
lulose was gekoppeld. Na de publicatie van Campbell e.a. (1951) is de 
l i teratuur over dit onderweip /eei snel toegenomen. Samenvattingen /ijη 
gegeven door Silman en Katchalski (19(56) en Goldstein en Kaïchalski 
(1968). 
Bij toepassing vooi de isolering van eiwitten moet een ideaal immu-
noadsorbens aan de volgende vooiwaaiden voldoen. 
1. Het immunoaclsoibens moet immunologisch monospecilick /ijn. 
Voor de isolering van een antigeen moei dus een specifiek antiserum 
beschikbaai /ijn. Men kan hiei niet uitgaan van poly\alenté antisera 
die dooi absoiptie met oplossingen van antigenen speuliek gemaakt zijn. 
De voiming van oplosbaie antigeen-antistol complexen is bij cle/e wij/e 
van absoibeien niet altijd te vermijden en de/e /uilen bij het onoplos-
baar maken in hel adsoibens opgenomen worden. De/e complexen kun-
nen bij de later volgende zuie eluiie weer dissocieien, waai dooi het 
immunoaclsoibens /ijn speciliciteit verliest. 
2. De bindingscapaciteit van hel immunoadsoibens moet /o groot mo-
gelijk /ijn. Dit wordt bij de isoleiing van antigenen in de eeiste plaats 
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bepaald dooi de antisloliilcr \ a n hel gebruikte antiseium en \eidei 
door de hoc\eelheid onoplosbaar eiwil pei gram immunoadsotbens. 
3. Bij het onoplosbaar maken \ a n het eiwil mag de teii iaiie en kwaï-
lernaire str iut iuu niet \ e iande ien , /odal de immunologische bindings-
capaciteit optimaal blijft. 
4. Bij het uitwassen \ an het immunoadsorbens na de adsoiptic mag 
hel spec il iek gebonden eiwit niet \e r lo ten gaan. 
5. Kr mag geen aspee¡licke binding лап eiwitten aan het immunoad-
sorbens plaatsvinden. 
G. Het immunoadsoi bens moet wcikelijk onoplosbaar /ijn, /odat tij­
dens de elutielase geen \eiontieiniging ontstaat met hel immunoadsor­
bens /eli. 
7. De bindingscapae ¡teil mag bij meeimalig gebiuik niet achtciuit 
R a a n
" 
Aan al de/e \ooi waaiden kan in de praktijk iiiiciaaul niet .sliikt wol-
den voldaan. Slechts de eeiste vooiwaaule heelt men min ol mecí in clc 
hand. De andere gestelde eisen moeten empitiseli woulen getest. 
Voor de speciliekc \ciwijdeling \ an ongewenste eiwitveiOiiireinigin-
gen, antigenen dan wel antisiollen, is het gebruik \ an imiiiiinoadsoi-
bentia welhaast ideaal. Omdat hieibij niet geëlueerd woult stoicn aspe-
citiekc binding en een niet geheel onoplosbaar /ijn van het adsoibens 
in dit geval niet. Bovendien is de kans op denatuier ing \ an de niet ge-
adsorbeerde eiwitten — waarom het hier juist gaat — minimaal. Bij de 
toepassing \ a n immunoadsorbcniia \oor isoleiing van een eiwil via ad-
soiptic en elutie kunnen /ich echtei moeilijkheden \ooidoen vooral dooi 
aspecilieke adsoiptie èn door het niet geheel onoplosbaai /ijn лап het 
adsoibens, tei wijl bo\endien tijdens de elutie van hel geaclsoibeerde 
eiwit denalurei ing kan oplredcn. 
Immunoadsorbentia kunnen in kolommen worden gebiuikt (aflini-
teits-thromatogialie) ol „batchwise". In een kolom is het intensieve uit­
wassen veel eenvoudiger en minder aibeidsiniensiel, bij het „batchwise" 
wei ken kan echiei de elutie snellei worden uitgevoeul waai dooi hel 
gevaar \an denatuie i ing veimindeit . Voot de isolering van eiwitten 
ко/en wij daaiom \ooi een „batchwise" methode (Avrameas en Tci-
п)пск, 1!)Г)7), lei wijl \ooi het \eiwijdcren \an ongewenste eiwitten de 
kolomproceduie werd gebruikt (methode van Axcn e.a., 19f>7). 
4 . 2 ONOI'l OSHWR Μ λ Μ Ν VAN \\1 IS 1 Ol ГЬЛ DOOR 14)1 YM I RIS \ 1II 
4.2.1 Pr uu ι pc 
Van een geconcentreeid speciliek antiseium woult dooi „cmsslinking" 
een onoplosbaar polymeiisaat gemaakt. Aan het /o vei kregen immuno­
adsorbens wordt een mengsel \an antigenen toegevoegd. Na uitwassen 
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van de niet geadsorbeerde eiwitten wordt het immunochemisch speci-
fiek gebonden eiwit met /ure buffer geëlueerd. 
Wij pasten de methode toe die door Avrameas en Ternynck (1967) 
werd beschreven. Deze methode berust op de door Boisonnas (1951) 
beschreven methode voor peptidesynthese met behulp van chlooraethyl-
formiaat. Eerst wordt het gemengd anhydride gevormd van een vrije car-
bon/uurgroep en aethylkoolzuur. Dit anhydride reageert met een vrije 
NH„ groep onder vorming van een peptidebinding. 
EIWIT A 
NH. 
O 
C2 H 5 0 C - C I 
Pu 4,5 
c=o 
I 
OH 
NH, 
C = 0 
I 
0 
I 
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¿с2н5 
t H + + C I " 
EIWIT В 
NH 
I 
c=o 
I 
OH 
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O 
II 
c=o C H O C - C I 
—-— • enz. 
NH 
C = 0 
I 
OH 
+CO 2 + C 2 H 5 OH 
Door toevoeging van chlooraethylformiaat aan een eiwitoplossing 
treedt hierdoor sterke „trosslinking" op waardoor tenslotte een onoplos­
baar polymerisaat ontstaat. De beste resultaten worden verkregen bij een 
p H omstreeks het isoelectrisch p u n t van het betreffende eiwit. Een be­
langrijk voordeel van de methode van Avrameas is de uiterst kleine op­
losbaarheid in /uur milieu van het verkregen polymerisaat. Bij behan­
deling gedurende 24 uur bij kamertemperatuur met 6N HCl ging vol­
gens de/e auteurs geen meetbare hoeveelheid van het gepolymeriseerde 
eiwit in oplossing. 
4.2.2 Polymerisatie 
Vóór het polymeriseren van antisera wordt door ons in het algemeen 
de titer van antistoffen ± 3 maal verhoogd. Zie hoofdstuk 1.7. De poly-
merisatie wordt bij kamertemperatuur uitgevoerd. Aan 10 ml eiwitop-
lossing wordt 1 ml van een 2 M Na-acetaat buffer p H 4,5 toegevoegd. 
Al roerende wordt hierbij lang/aam 0,6 ml chlooraethylformiaat ge-
druppeld. De p H wordt met 1 N N a O H op 4,5 - 4,8 gehouden. Na 15-30 
minuten geleert de oplossing. Na toevoeging van 20 ml 2 M Na-acetaat 
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buffer p H 4,5 wordt gedurende een uur magnetisch geroerd. Er vormt 
/ich een grof gla/ig uitziend eiwitneeislag. Het polymerisaat wordt na 
toevoeging \ an ± 150 ml PBZ gehomogeniseerd met een Bamix mixei 
en daarna bij 10.000 g afgedraaid. Het precipilaat wordt verzameld in 
één polypiopyleen centrifugebuis van 50 ml. Alle verdete bewerkingen 
gebeuien in de/e /elicle buis /odal van het immunoadsoibens /o weinig 
mogelijk veiloren gaat. Het polymerisaat wordt uitgewassen met porties 
van 20 ml PBZ (gewoonlijk 10 maal) totdat E i°0™™ < 0,05 is. Tijdens het 
uitwassen wordt het p ie t ip i taa t fijnci en compactei. Hel sediment 
wordt gcresuspendeerd in 20 ml 0,2 M glycine-HCl bid let p H 2,2 en 
15 minuten magnetisch geroerd. Na aldraaien op 10.000 g wordt her-
haaldelijk niet PBZ uilgewassen totdat E ^o^m ^ 0 , ( " i s ' ^ e b U S P e n " 
sie wordt bij 4°C bewaard waarbij merthiolaat wordt toege\oegd 
(1 : 10.000) als conservans. Vóór gebiuik wordt het immunoadsoibens 
opnieuw eenmaal uitgewassen met PBZ. 
4.2.3 AihorpUe en ehitic 
Aan het afgedraaide immunoadsoibens wordt het dubbele volume van 
de te adsorbeien eiwitoplossing (in PBZ) toegevoegd. Het gebiuikte anti-
geen moet in o \e imaa t aanwezig zijn. Gechnende 2 uur wordt magne-
tisch geroeid op kamer iempeia tuui , daaina gedurende de nacht bij 4 С 
Het immunoaclsorbens woul l afgedraaid. Het supeinatans woult bc 
waaul voor conlrole o p de adsorptie. Hel piecipitaat woult uitgewassen 
met poi ties van 20 ml PBZ totdat E ™ m m van het waswater < 0,02 
• 280 nm 
is (7 à 10 χ). H e l geaclsoibeeide eiwit wordt nu geëlueeid door toevoe-
ging van 20 ml 0,2 M glycine-HCl buffer pH 2,2. Gechnende 15 mi-
nuten wordt magnetisch geroerd. Na centrifugeien woidt het eluaaL on-
middellijk geneutraliseerd met 1 N N a O H en na dialyse legen PBZ door 
vacuiimultrafiltratie geconcentreeul. De/e elutie wordt nog eens hei-
haald. 
Hel immunoadsoibens wordt 10 maal gewassen met PBZ en kan daar-
na opnieuw worden gebiuikt. 
4 . 3 0\OI>I.OSli<\\R MAKÏN VAN AM 1STOFFFN DOOR kOPPII ING ΑΛΝ SFPHVUOSE 4 B 
•f 3.1 Principe 
Na activering van een in water onoplosbaar polysaccharide wordt hiei-
aan het speciliekc antiserum gekoppeld. Van het verkregen immunoacl­
sorbens wordt een kolom gegoten. Hierop wordt een mengsel van anti­
genen gebracht. Na uitwassen van de niet gebonden antigenen wordt 
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het immunochemisch specifiek gebonden antigeen geëlueerd met een 
zure buffer. Voor de activering van het polysaccharide gebruikten wij 
cyanogeenbromide (Axén e.a., 1967). Aan de geactiveerde drager vindt 
een spontane koppeling van het eiwit plaats. Het "reactiemechanisme is 
als volgt voor te stellen: 
+ H +Br" 
activering 
t Η N —| eiwit 
KOPPELING 
Eerst wordt met twee naburige OH groepen van het polysaccharide 
een iminokoolzure ester gevormd. Deze verbinding reageert met een 
vrije N H 2 groep van het eiwit onder vorming van een iminocarbon-
zure ester, die geheel of gedeeltelijk door hydrolyse in een carbaminezure 
ester wordt omgezet. Als polysaccharidedrager gebruikten wij een aga-
rosepreparaat (Porath e.a., 1967). Dit is een zeer hydrofiel lineair poly­
saccharide bestaande uit D-galactose en 3-6 anhydro L-galactose. Het is 
in „bead" vorm verkrijgbaar als Sepharose 4B (Pharmacia, Uppsala). 
Het handelsproduct bevat ± 25 mg agarose per ml afgedraaide suspen­
sie. Een groot voordeel van het gebruik van Sepharose 4B is het feit dat 
de poriën hiervan zo groot zijn, dat vrijwel alle eiwitten in de ,,beads" 
kunnen binnendringen. Na koppeling wordt daardoor een immunoadsor-
bens verkregen met een zeer groot adsorberend oppervlak. Door het 
sterk hydrofiele karakter van agarose kunnen de „beads" een grote hoe-
veelheid water opnemen, waarbij een zeer sterke zwelling plaatsvindt. 
De dichtheid van de geactiveerde groepen is daardoor veel geringer 
dan bij gebruik van cellulose. Hierdoor is de denaturatiekans van het 
aan de drager te koppelen eiwit geringer. Bovendien /ijn door de ge-
ringere dichtheid van de gekoppelde eiwitmoleculen de voorwaarden 
voor de immunochemische binding gunstiger doordat er minder steri-
sche hindering plaatsvindt. 
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4.3.2 Activering 
Een gram natte afgedraaide Sepharose 4B kan na activeiing 7-8 mg 
eiwit binden (/ie 4.3.4). De \olgende hoeveelheden /ijn afgestemd op 
een te binden eiwithoeveelheid van ± 60 mg. 
T i e n gram Sepharose 4B — handclspioduct — woidt in de centi i-
lugc 3 maal uitgewassen met gedcstilleeid watei om het Na-a/ide uit 
de oplossing te \ ei wijdei en. Aan de afgedi aaide Sephaiose wordt 0,5 
volume gedcstilleeid water toegevoegd. De suspensie woult onder de 
p H meter geplaatst en magnetisch geroerd. Twaalf ml van een vers be­
reide waterige 2,5% BrCN (Fluka) oplossing wordt toegevoegd. 
D e p H woidt onmiddellijk op 10,5gebiacht met 2 N N a O H . G e d u i e n d e 
6 minuten wordt de p H lussen 10,5 en 11,0 gehouden. De p H waarbij 
de activering gebeurt is van beslissend belang voor cle kwaliteit van het 
geactheeidc product. Bij p H 10,0 geactiveerde jxjlysacchaiiden koppelen 
slechts ongeveer de hellt van de hoeveelheid eiwit die het bij p H II 
geactneeide pioduct kan binden (Axcn e.a., 19C>7). De geactiveeide 
Sephaiose woidt diicct oveigcbiacht op een glasfilter G 2 en achtei-
eenvolgens uitgewassen met 1,25 1 gedestilleeul water van 0°C en 1,25 1 
0,1 M NaHCO.,. De Sephaiose suspensie woidt tenslotte microscopisch 
gecontroleeid op beschadiging лап de „beads". 
4.3.3 Koppeling 
Uil het konijneantiseium woidt eerst door precipitane met Na.,SO ( 
hel IgG geïsoleerd (/ie hoofdstuk 1.8). 
Aan 10 giam afgediaaide geactiveerde Sephaiose woidt 24 ml van hel 
in 0,1 M N a H C O , opgeloste gammaglobul incnprepaiaat (± 15 mg/ml) 
toegevoegd. De suspensie woidt gedurende 22 uur bij 4nG vooizichtig in 
beweging gehouden in een ïotator. De suspensie woidt daa ina op een 
G 2 glasfiltei achtcieenvolgens uilgewassen met 500 ml van de volgende 
bufferoplossingen: 
1. 0,1 M Boraatbuffcr p H 8,5 + I M NaCl 
Bereiding: 
500 ml 0,2 M Na-boiaat 
met 4 N HCl bijstellen op p H 8,5 
toe\oegen 58,5 g NaCl 
aanvullen met aqua dest. tot 1 1. 
0,2 M Na-boraatoplossing: 
12,40 gr Η,ΒΟ., oplossen in 
100 ml 1 N N a O H , 
aanvullen met aqua dest. tot 1 1 
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2 0,1 M Na citiaatbiiffer p H 5,0 ( = stambiifler) 
Bereiding 
21 g ci l ioen/uui I H , O oplossen in 
200 ml 1 N N a O H 
aam uilen mei aqua dest lot 1 1 
3 0,05 M Na (íliaatbuffer p H 5,0 
l ìeieiding 
500 ml stambuffer (2) 
400 ml aqua dest 
bijstellen met 1 N HCl lol p H 5,0 
aanvullen met aqua dest tol 1 1 
4 0,05 M Na citraatbufler p H 1,1 
Bereiding 
500 ml stambuffei (2) 
bijstellen met 4 N HCl tot p H 1,1 
nam uilen met aqua dest tot 1 1 
5 0,05 M Na ciliaatbiiffei j>H 5,0 
Bij gebruik \ a n ritiaatbuffei 7ou de aspecifieke binding лап eiwitten 
aan het ïmmunoadsoibcns minimaal zijn (A Schuins, 1970, persoonlijke 
mededeling) 
Hel ïmmunoadsorbens wordt in een kolom gegoten (10x2 cm) en is 
geiced vooi gebiuik De kolom woult aangesloten op een LKB Uvicoid 
II coloimietei met ïecordei en een LKB 7000 Iia(liever7amclaai 
4 3 4 Kwantitatieve aspecten van de koppeling 
Teneinde na te gaan hoe\eel eiwit de bij | зН 10,7 geactiveeide agarose 
kan binden weid aan 2 g natte afgediaaide Sepharose 4B ( = 50 mg dro 
ge stof) achteteenvolgens toegevoegd 3,5 ml van een konijne IgG prepa 
iaat ( N a , S 0 4 jDiecipitatie) dat ïespectievelijk 20, 40, 80, 120, 1G0 en 
200 mg eiwit bevatte De gehele piocedure \ a n kopjjeling en uitwassen 
weid volgens \oorschnft uitgevoerd 
Tenslot te weid nog met 100 ml gedestillecul water, 100 ml 50% wate 
ι ige aceton en 2 maal mei 100 ml aceton gewassen Daarna weid bij 80°C 
boven P , 0 . in vacuo gedioogd tot constant gewicht 
Ongevcci 10 mg van het dioge ïmmunoadsoibens weid nauwkeurig 
afgewogen en met 0,() ml 6 N HCl 24 uni bij 110°C in een gesloten ge 
evacueeide ampul geh)diol)seerd Van de h \dro l \ sa ten — die \ee l hu 
minen bevatten — werd na verdunning het glycine- en alaninegehalte 
kwantitatief bepaald met een Beekman Unichiom amino7uuranal\sa 
toi (veikoit programma lange kolom tot en met alanine) 
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uien 
.10.0 
21,7 
1">,4 
11,3 
9.7 
8,0 
m g eiwit 
gebonden/g 
diogc drager 
120 
198 
246 
270 
310 
320 
Door van een bekende hoeveelheid van het gebruikte IgG-preparaat 
eveneens het glycine- en alaninegehalte te bepalen kon de binding van 
het eiwit aan de geactiveerde Sepharose woulen berekend. Tabe l 2. 
Tabel 2 I'.iwitbindingen aan met CNBi geatmceulc Scphaiose 4B. 
mg eiwit mg eiwit 
toege\ocgd/g gebonden/g 
natte Sepharose 4B natte Sephaiose Ili £ 
10 3,00 
20 4,95 
40 6,15 
00 6,75 
80 7,7") 
100 8,00 
De hoeveelheid eiwit die aan de bij p H 10,7 geactiveerde drager wordt 
gebonden nadert een maximum van 8 mg per gram natte Sepharose 
(320 mg/g choge Scphaiose). In de praktijk werd door ons per gram 
natte Sepharose ± ΊΟ mg eiwit toegevoegd om een binding van ± 6 ing 
eiwit/g natte Sephaiose te verkrijgen. 
4.3.5 Adsorptie en clulie 
De eiwitoplossing (in PBZ) wordt op de kolom gebracht met een 
pompsnelheid van 4 m l / u u r . Dan wordt citraatbufler 0,05 M p H 5,0 
aangesloten. De pompsnelheid is 8 m l / u u r . Nadat de giotc piek van 
niet geadsorbeerde eiwitten is gepasseerd wordt verder gespoeld tot de 
extinctie van het eltiaat weer de beginwaarde h e e k beieikt. Het gead-
sorbeeule eiwit wordt nu geëlueerd met 0,05 ΛΓ citraatbuffer p H 2,1 
bij een pompsnelheid van 8 ml/uur . De zure eluaten worden opgevan­
gen in 0,1 M tosiaatbulter p H 7,0 (volume verhouding 1 : 1), daarna 
gedialyseerd tegen PßZ en door vacuumultrafiliratie geconcentreerd. De 
kolom woult geheel schoongespoeld met citraatbufler 0,05 M p H 1,1 
daarna met citiaatbuffer 0,05 M pH 5,0 en is clan opnieuw gereed vooi 
gebruik. 
Wanneer een kolom alleen wordt gebruikt voor verwijdering van on-
gewenste eiwitten hoek na de adsorptie niet gespoeld te wolden maat 
kan direct met de / tue elutic gestart worden. 
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H O O F D S T U K 5 
ISOLERING VAN S E C R E T O I R E C O M P O N E N T 
U I T M O E D E R M E L K 
5.1 INLEIDING 
Over de isolering, de chemische en lysisdie eigenschappen en over de 
kwantitatieve uitscheiding van het in secreta in viije voim vooikomende 
SC /ijn tot nu toe slechts weinig gegevens in de li teratuur te vinden. 
Vooi de kwantitatieve bepaling van \i i je SC in secieta met de radiale 
enkelgel-dilfusiemeihode (RID) is een eerste vereiste dat dit eiwit in zo 
/uiver mogelijke, niet gedenatuieeide voim wordt geïsoleerd om als ab-
solute standaaid te kunnen wolden gebruikt. 
Door diveise auteurs is SC van II S exocrien IgA algesplitst door ie-
diKtie en alkylering, waarna door Sephadex G 100 e n / o l G 200 gelfil-
tiatic het vrije polypeptide kon woulen geïsoleeid, (Hong, e.a., 196G; 
Hanson en Johansson, 19G7; Newcomb e.a., 1968; Tornasi en Bienen-
stock, 19(58 en Hur l imann e.a., 19fi9). Door Biandizaeg e.a. (1970) werd 
ei echter op gewezen, dat de I-determinant die juist specifiek is voor 
de vrije SC, zeer gemakkelijk door reductie woult gedenatureerd. Bij 
voorzichtige reductie met 0,05 M 2-mcrcaptoaethanol (18 uui , 4 C), 
waai bij de SC-keten nog maai gedeeltelijk wordt algesplitst van het 
exociiene IgA, werd al een denaturei ing van 30° o vastgesteld. Deze de-
natuier ing nam toe tot 48%, wanneer de reductie met 0,1 M 2-ME werd 
uitgevoerd. Een dergelijk, door ïeductie van 11 S IgA \erkiegen SC pre-
paraat is dan ook in piincipe niet geschikt als eiwitstandaard \ooi de 
immunochemische bepalingen, omdat deze juist geschieden op basis van 
dc/e I-determinant. 
Om de bovengenoemde doelstellingen te realiseren moet de vrije SC 
als zodanig uit biologisch materiaal woulen geïsoleerd. 
Het geïsoleerde eiwit, dal gcbiuikt moet worden als absolute standaard 
voor een kwantitatieve immunochemische bepaling, moet tenminste aan 
de volgende criteiia voldoen: 
1. Electrofoietische homogeniteit in diveise media. 
2. Homogeniteit in de uluacentrifuge. 
3. Immunologische homogeniteit, te onderzoeken met een polyvalent 
antiserum dat beieid is dooi immunisatie met het ongefractioneeide 
uitgangsmateriaal. 
I. Alwezigheicl van denatuiatieveischijnselen. 
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Brandt/aeg е.a. (1970) beschrij\en de isolciing \an vrije SC uitgaande 
\an colostiiim. Zij passen achtereenvolgens Sephadex G 200 gelliltiatie 
toe, precipita tic met 70% veizadigde ( N H 4 ) . , S 0 4 en DEAE-cellulose-
(hromatogial ie. H u n beste piepaiaat bexatte echter nog tenminste 1 1 % 
verontreinigingen waarvan lactolenine, 7 S IgA, a lbumine en IgG met 
R I D kwantitatief werden bepaald. Reeds eeulei hadden Newiomb e.a. 
(I9G8) volgens de/cllde principes een SC pieparaat gemaakt uit colos­
trum. Hel /eer stoicnde lactoleirine werd dooi hen geëlimineerd dooi 
het vrije SC te precipiteien met 5 5 % verzadigde ( N H 4 ) , S 0 4 p H 7,8. De 
controle op het vooikomen van lactoferrine in het eindproduct ontbreekt 
echter. Mach (1970) beschiijlt een methode waarbij exeneens lactolenine 
wordt gescheiden \ a n SC door (NH4). ,S04 precipitatie. Daarna volgt 
DEAE-celluIoserhiomaiogiaiic, Sephadex G 200 gclEiltiaiie en pi epara-
lieve ultracenti¡[tigering in een lineaire 5-20% sucio.segradienl. Het pie-
paraat is echter nog /ichtbaai \e iontrcinigd, vermoedelijk met albumine. 
In dit hooldstuk woidt een methode beschreven die een /eer /uiver 
prcpaiaat oplc\ei t , dat niet is gedenaiureeid. Hierbij komen tei sprake: 
De keu/e van het uitgangsmateriaal. 
De moeilijkheden die /ich \oordoen bij de scheiding van lactolenine 
en viije SC; enkele gebruikelijke lysisch-chemische methoden bleken niet 
te voldoen. 
Pogingen om dit probleem op ie lossen door de toepassing van een spe-
ed iek anti-SC iminunoaclsorbens. 
De aspee itieke adsorptie \ a n lactolenine aan dal adsorbens. 
De л ei wijdeling лап lar iofenine dooi gebiuik te maken \an de/e aspe-
cilieke adsorptie aan gcpolymei iseeid albumine. 
De /eei e l u d e n t e eliminering van lactolenine met een anlilactofeirine 
immunoadsoi bens. 
Bereiding van het aniiseium hiei \ooi door i inniuniseringxan konijnen-
met hel /uivere laciofenine dat was \erkiegen dooi /me elutic \лп het 
aan gepol\meriseerd a lbumine geadsorbeeide lactolenine. 
Hel volledige \ooischrilt \oor de isolering \an \iije SC uit moedei-
melk. 
Kwantitatiexe gegevens ovci de isoleringsprocedurc. 
Ondei/oek o\er cle / imeihe id \an hel geïsolecidc eiwit. 
5.2 UIICWGSUMFRIAAL 
Zoals in hooldstuk 2 reeds is uiteenge/ct bevat moedei melk een hoog 
gehalte aan \rije SC. Om enig in/icht te verkrijgen over de \a i ia t ie in 
de eiwitsamensielling \ a n mocdeimelk gedurende de laciatiepericxle, be-
paalden wij bij 8 moeders op \ ei schillende tijdstippen na eie pai lus met 
RID het gehalte aan lactolenine, \ i i je SC en 11 S IgA. De aamankeli jk 
ten op/ichic van een willekeurige standaard bepaalde concentraties, kon-
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den later worden omgerekend naai gewicht.seenheden. Tabel 3. Hoe-
wel slechts één monster van een langer lacteiende moeder kon wol-
den veikrcgen lijkt het dat ¡n de eeiste 5-14 dagen na de partus hel 
gehalte aan vrije SC aanzienlijk hoger is dan in lateie pei iodes. Gemid-
deld weid 1,0 m g / m l vrije SC gevonden ( ~ 7,3% van het totale eiwit-
gehalte). Uit de/e analyse blijkt tevens de hoge lactoteirine-concenlia-
tie (gemiddeld 4,7 m g / m l = 35% \ a n het totale eiwitgehalte). 
Tabel 3. Samenstelling лап nioeilcimelk op verschillende lijdstippen na de pai tus 
Dagen na Tot eiwii І.ааоГсі une λ ι ijc SC 11 S Ig \ Soni 
pai lus 
5 
j 
5 
5 
G 
7 
14 
g e m i d d e l d e i\ 
3") 
ing/m 1 
10,9 
12,3 
10 2 
1 -),() 
14 0 
12,3 
3,8 
a a i d e . 
13 2 
15,2 
mg/ml 
">,G 
3.8 
(¡3 
:>,i 
(¡.4 
4,1 
1,7 
4,7 
1,6 
i e l . " ; 
33 
31 
39 
31 
40 
33 
30 
3") 
Pi 
mg/ml 
2,4 
0.8 
1 1 
0.1 
1.0 
0 8 
0 4 
1.0 
0.2 
iel . % 
Π 
G.:. 
(i 7 
2.9 
7.3 
0 "> 
0,9 
7,3 
1 7 
mg/ml 
3 0 
3,7 
ί 1 
4.2 
5,7 
1.5 
2,1 
3.9 
0.7 
ici . "„ 
18 
30 
25 
28 
41 
3(¡ 
30 
31 
1.4 
mg/ml 
Π 0 
8,3 
11 5 
9.7 
13.1 
9 4 
4,2 
9,0 
2,5 
i e l . ' 
65 
07 
71 
(¡G 
91 
70 
83 
73 
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Voor de isoleiing van vrije SC weid uitgegaan van ontvette caseïne-
vrijgemaakte moedei melk die tussen de 5e en de 14e dag na de partus 
werd verzameld. Door gelliltratie o\er Sephadex G 200 kan de \rije SC 
geheel worden gescheiden лап de aan IgA gebonden \orm. Ze verschij­
nen ïespettievelijk in de tweede en in de eerste piek. Fig. 21. Voor de 
verdere zuivering van viije SC werd daaiom uitgegaan \ a n het eiwit-
materiaal \ a n de tweede piek. In ач/с fractie komen naast vrije SC nog 
verschillende andere eiwitten voor. Zij veitonen onderling slechts kleine 
verschillen in molecuulgewicht en isoeleclrisch punt . Zij zijn daaiom 
moeilijk van vrije SC te scheiden. Dit geldt bijzonder vooi lactofeirine 
omdat dit eiwit in deze liactic in een relatiel hoge concentratie vooi-
komt. 
5 . 3 SCHKIUINC VAN SC h \ I. \C 1 OFLRRINh M F T F VMSCH-CHFMISCHF MITHODhN 
Hoewel vrije SC bij G 200 gelfilliatie een iets kleiner eliitievohime 
heeft dan Iactofenine (zie hoofdstuk 6, fig. 33) slaagden wij ei niet in 
de beide componenten te scheiden door lange kolommen te gebruiken 
(100 χ 2,5 cm), noch door toepassing van ïecycling chiomalogiafie. 
Ondanks een klein verschil in eleetroforelische loopsnelheid waien 
Iactofenine en SC evenmin \oldoende te scheiden door middel van 
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DEAE-Sephadexchromatografie. Ook enkele pogingen om de beide ei-
witten te scheiden door toepassing van isoelec trische focussering (pH 
gradient 4-6) leverden geen resultaten op. Tijdens de electiotorese ont-
stonden eiwitneerslagen die de kolom verstoorden. 
ant t - SC t ip) 
Figuur 21. Immunoelectroforetisch onderzoek van ontvette, caseïnevrijgemaakte moe-
dermelk en van de hoofdfracties uil de eeiste en tweede piek na Sepbadex G 200 
gelfiltratie van deze melk. Vrije SC (2e piek) en aan Ig.V gebonden SC (Ie piek) zijn 
volledig gescheiden. 
5.4 ELIMINERING VAN LACTOFERRINE 
5.4.1 Adsorptie van lactoferrine aan gepolymeriseerde albumine 
Het leek een aantrekkelijke methode onr met behulp van een specifiek 
anti-SC immunoadsorbens het vrije SC in één stap te isoleren. Hiertoe 
werd een immunoadsorbens gemaakt door polymerisatie met chloor-
aethylformiaat van 10 ml 3 maal geconcentreerd specifiek anti-SC (i.p.) 
antiserum waarvan de bereiding in hoofdstuk 3 werd beschreven. 
Hieraan werd toegevoegd 35 mg eiwit van de tweede piek na Sepha-
dex G 200 gelfiltratie van moedermelk, opgelost in 20 ml PBZ. Het vrije 
SC werd hierbij goed geadsorbeerd. Fig. 22 A en Б. Na uitwassen en 
/ure elutie bleek het verkregen vrije SC zeer sterk verontreinigd te zijn 
met lactoferrine. Fig. 22 С. 
м м 2 plek 
ria I m m u n o 
adsorpt ie 
anti SC (<p) 
ije SC 
Figuur 22. Immunoelectroforetisch onderzoek van tweede-piekeiwit voor en na ad­
sorptie aan gepolymeriseerd anti-SC (i.p.) antiserum (A en B). Het zure eluaat is 
sterk verontreinigd niet lactoferrine (C). 
(il 
Aangezien het gepolymeriseerde antiserum geen aantoonbare hoeveel-
heid antistoffen tegen lactoferrine bevat (zie hoofdstuk 3, lig. 19) moest 
deze contaminatie met lactoferrine berusten op aspecifieke adsorptie. 
Uit velschillende waarnemingen uit de l i teratuur blijkt dat lactoferri-
ne zich /eer gemakkelijk bindt aan verschillende andere eiwitten. Zo 
maakte Groves (1960) bij de isolering van lactoferrine gebruik van de 
sterke adsorptie van dit eiwit aan caseïne. Masson en Heremans (1966) 
vonden dat lactoferrine wordt gebonden aan bacteriën en Hekman en 
Rümke (1968) beschreven de adsorptie van dit eiwit aan spermacellen. 
Tenslotte werd recent de complexvorming beschreven van lactoferrine 
en serumalbumine (Hekman, 1971). 
Л і] trachtten daarom lactoferrine te binden aan eiwitpolymerisaten 
uitgaande van 30 ml normaal konijneserum en van 10 ml van een 2 0 % 
oplossing van een menselijk a lbuminepreparaat .* 
Vooral het laatste polymerisaat bleek een voortreffelijk adsorbens te zijn 
voor lactoferrine. 50-70 mg tweede-piekeiwit in 40 ml PBZ werden toege­
voegd aan het albummepolymerisaat. De verdere behandeling werd uit­
gevoerd /oals in hoofdstuk 4.2 werd beschreven. Het supernatans be­
vatte een sterk verlaagd lactoferrinegehalte, terwijl vrije SC nauwelijks 
werd geadsorbeerd. Door de/e adsorptie nog een- of tweemaal te herha­
len kon lactoferrine geheel worden verwijderd. Na uitwassen van het 
albuminepolymerisaat werd door e lude met glycine-HCl buffer p H 2,2 
zuiver lactoferrine verkregen. Fig. 23 А, В en С. 
м м 2 е piek 
м м 2 е plek 
na adsorpt ie 
aan albumine 
Ekiaat 
¡ИіЩІгііНіІМІІІМіЕИШа-іЙііШИПі ι ï Ίί Ί ЛШПГ'" ' I 
antl-MM H 
Figuur 23. Immunoelectroforetisch onderzoek van tweede-piekeiwit voor en na ad­
sorptie aan gepolymeriseerd albumine (A en В). Het zure eluaat bevat uitsluitend 
lactoferrine (C). 
5.4.2 Adsorptie vmi lactoferrine aan antilactoferrine immunoadsorbens 
Met het op boven beschreven wij/e bereide lactoferrine werden drie 
konijnen geïmmuniseerd. Na vier weken werden monospecifieke anti-
sera verkregen met een hoge titer aan antilactoferrine antistoffen. Fig. 24. 
* Dit preparaat werd betrokken van het Centraal Laboratorium van de Bloed-
transfusie dienst. Amsterdam. Het is een ruw albuminepreparaat dat geen Immuno-
globulinen bevat. 
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ant i-iactofet r ne (ongeabsorbeerd) 
Figuur 24. Immunoelectroforetisch onderzoek naar de specificiteit van ongeabsor-
beerd anti-lactoleirine antiserum, verkregen na immunisatie met het in lig. 23C ge-
ïdentificeerde materiaal. 
Met dit antiserum werd een antilactoferrine immunoadsorbens gemaakt 
door koppeling aan Sepharose 4FJ waarmee op efficiënte wij/e lactoferri-
ne uit tweede-piek-matei ¡aal kon worden verwijderd. Fig. 25. 
Andere eiwitten dan lactoferrine werden praktisch niet geadsorbeerd. 
MM 2 ptek 
na Immuno aclsotptie 
(anti-lactoferrine) 
Figuur 25. Immunoelectroforetisch onderzoek van tweede-piekeiwit voor en na pas-
sage door een „antilactoferrine kolom" (antilactoferrine antiserum gekoppeld aan 
Sepharose 415). Lactoferrine wordt selectief verwijderd. De bindingscapaciteit van de 
kolom bedraagt 35 mg lactoferrine. 
Teneinde te testen of hier eveneens sprake was van een niet-immunolo-
gische adsorptie werd ook albumine aan Sepharose 4B gekoppeld. De/e 
kolom bleek éditer vrijwel geen lactoferrine te adsorberen. 
De capaciteit van het antilactoferrine immunoadsorbens werd vastgesteld 
door opklimmende hoeveelheden tweede-piekeiwit met een bekend lacto-
ferrinegehalte toe te voegen. In het eluaat werd lactoferrine bepaald 
na concentrering door vacuumultrafiltratie. De lactoferrinebepalingen 
werden uitgevoerd met RID ten opzichte van een absolute standaard. 
Tabel 4. Hoewel de totale bindingscapaciteit per ± 100 mg gammaglo-
bulinen van het antiserum zeker hoger is dan 35 mg, werden lacto-
ferrinehoeveelheden boven 35 mg niet meer volledig geadsorbeerd. 
Tabel 4. Binding van lactoferrine aan antilactoferrine 
immunoadsorbens. 
Lactoferrine 
toege 
10 
25 
28 
55 
47 
voegd 
mg 
mg 
mg 
mg 
nv¿ 
Lactoferrine 
in doorbraak piek 
niet aantoonbaar 
niet aantoonbaar 
niet aantoonbaar 
spoor ( < 0,1 mg) 
2,5 mg 
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vetlaag verwijderen 
neerslag 
(caseine) 
moedermelk 
centrifugeren 20 mm. 
20.000 g 
precipltaat verwijderen 
ontvette moedermelk 
pH 4,5 (1 uur) 
centrifugeren 20 min 
20.000 g 
supernatans 
neutraliseren 
concentreren: 
ontvette caseinevrijgemaakte 
moedermelk 
Sephadex 
G 200 
150 200 
elutie volume imi) 
l i l 
1 
lactoferrine 
verwijderen methode 
concentreren 
tweede piekeiwitten 
adsorberen 
aan albummepolymerisaat (3x) 
eluaat: zuiver 
lactoferrine 
immuniseren 
anti lactoferrine 
Sepharose 4B 
binding 
anti lactoferrine 
lactoferrine 
verwijderen 
methode II 
immunoadsorbens 
supernatans = 
tweede piek vrij van 
lactoferrine 
doorloop = 
tweede piek vrij van 
lactoferrine 
anti SC (Lp.) immunoadsorbens 
supernatans eluaat (0,1 M glycine HCl pH 2,2) 
dialyseren, concentreren. 
vrije SC 
Figuur 26. Schematisch overzicht van de isolering \an vrije SC uit moedermelk. 
Voor de verwijdering van lactoferrine uit tweede-piekeiwitmateriaal 
werd hiervan niet meer op de kolom gebracht dan overeenkwam met 
30 mg lactoferrine. 
Gedurende ons onderzoek werd het immunoadsorbens 46 maal ge-
bruikt in een tijdsperiode van 13 maanden zonder dat een merkbare ach-
teruitgang in capaciteit werd geconstateerd. 
Deze methode om lactoferrine uit tweede-piekeiwit te verwijderen is 
dus bijzonder effectief en veel eenvoudiger en minder arbeidsintensief 
dan de „batchwise" adsorptie aan gepolymeriseerd albumine. De eerst 
beschreven methode leverde ons echter het zuivere lactoferrine op, waar-
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mee hel vooi de tweede methode nood/akelijke anl i lai tofei i ine imnui-
noadsoibens kon wolden beieid. 
5 .5 ÏSOIERING VAN VRIJE SC U l i LAC 10Γ1- RRIM VRIJ MAILRIAAL 
Van het op een van beide manieien ladolei i inevi i jgemaakte eiwii-
mateiiaal van de tweede piek weid nu 10-15 mg tocge\oegd aan een 
anli-SC (i.p.) imniunoadsoibens dat dooi pol)merisaiie met (h loouethyl-
loimiaat was veikiegen (/ie 4.2). Na uitwassen weid het geadsoibeeule 
eiwit met 0,1 iVI glycinc-HCl bullei p H 2,2 geelueeid. Na neuti alisei ing 
en dialyse tegen PBZ weiden de ge/amenlijke eluaien geconcenlieeid 
tot een eiwitconcentiatie \an 2-5 mg/ml weid veikiegen. 
De gehele isoleiingsj)ioteduie \an Mije SC uit moedcimelk is schema­
tisch samengevat in lig. 26. 
5.G kW AM ITA 111 VI GK.1 VtNS OVtK 1)1 ÎSOILRINCSI'KOCI DURI 
In de verschillende lasen van de isolei ingspioceduie werd met behulp 
van R1D de opbrengst aan vii]e SC kwantitatief bepaald. 
Uitgaande van één albuminepolymeüsaat (4 giani) en van één imniu-
noadsoibens beieid dooi polymerisatie van 10 ml „veirijkt" anli-SC (i.p.) 
antiseium ( = d_ 600 mg eiwit waai ν an 150 mg gammaglobiilinen, elec-
troloietisch bepaald) weiden van een vijltal achtel eenvolgende isoleiin-
gen de gegevens veikiegen die in tabel 5 /ijn samengevat. 
De gemiddelde opbiengst pei sLap is beviedigcnd. Uit de stijging van 
het gehalte aan SC bij de albumineadsoiptie en uil het leit dat selectief 
lactofcrrine wordt geadsoibeeid is hel ellecl van de/e zuiveringsstap te 
beiekenen. Gemiddeld weid 24 mg lactoleii ine veiwijdeid. 
De adsoiptic van viije SC aan het immunoadsoibens was /eei goed 
( 9 1 % binding). 
De /uie elutie veiliep daaientegen mindei kwantitatief. De gemiddel­
de opbiengst was slechts 32%. De giote veilie/en (68%) bleken bij nadei 
ondeizoek niet hel gevolg te /ijn van een onvolledige elutie, maar /ij 
ontstonden tijdens het intensieve wassen (10x) van het adsoibens na de 
adsorptiefase. 
De gemiddelde opbiengst van de gehele pioceduie, uitgaande van 
56 mg eiwit van tweede-piekmaieiiaal (6,4 mg viije SC) bedioeg 18%. 
5.7 Zl lVl RIItlD V VN Dl Cl ISOLI· 1 RDL SC 
5.7.1 Elcdrojorctisrhc liomogemteit 
Bij celluloseacctaat-electiofoiese (vcional bullei p H 8,6) weid één 
band gevonden. Fig. 27. Ook bij polyauylamidegel-electioloiese werd 
slechts één band waaigenomen. Fig. 28. 
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' l a b e l "). O p b i c n g M pei Map van tic i so lc i ingsp iocedutc van M I J C SC 
1' \pe i iment ш : g e m i d d e l d e 
w a a i d e 
a lhuni inc-adsoi p t ic 
toegevoegd aan a lb . po lvmei i saa l : 
ing SC/mg eiwit 7,7/70 7,4/08 
g e h a l t e a a n SC in ' ( , I l 11 
in vc izamcldc s i ipc inatant id na 
adsoipt ic" m g SC /mg eiwit 
g e h a l t e a a n Si in % 43 33 
")."i/12,7 4,-,/13,4 
..3/40 
13 
3Λ/12 4 
28 
¡,0/V) 
10 
2 8/12 0 
99 
(i.O/'iO 
13 
49 /14 
3,-> 
12 
32 
ïe la l ieve (ipl)iengst \ a n de 
all), adso ip t i e . "',, 01 00 :>o 74 
imnn inoadso ip t i e 
toegevoegd aan anti-SC 
iiiiniiiii(M(lsoibciis' mg S(. 
in s i ipe ina tans na adso ip l ie : mg SC 
geadso ibee ld : mg SC' 
ïe lal ieve opbiengs t van de 
i m m u n o a d s o r p t i c : % 
-).()2 
0,34 
4.08 
4,22 
0.31 
3,91 
3.49 
0.H2 
2 07 
2.48 
0,10 
2.38 
4.80 
0 08 
4,78 
93 93 90 98 91 
e lut ie 
gce luceid van i i i inuinoadsoibens 1.Ή 0,71 
(elnaat I + II) : mg SC' 
ïe la l ieve opb iengs t van de c l in ic ' , , 32 18 
ïelal ieve opb iengs t t o.v. de 
hoeveelheid i i i tgangsmatc i iaa l · % 20 10 
1,41 
">3 
0,81 
34 
16 
1.03 
22 
10 
32 
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Figuur 27. Celluloseacelaat-electrotcrogiam van de ge-
ïsoleerde vrije SC (30 mg/ml) vergeleken met ontvette, 
caseïnevrijgemaakte moedermelk (links) en NHS 
(rechts). Eiwitkleuring (amidozwart 10B). 
Figuur 28. Polyacrylamidegel-electrorerogram van 
de geïsoleerde vrije SC ( ± 80 μg) vergeleken 
met ontvette, caseïnevrijgemaakte moedermelk. 
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5.7.2 Homogeniteit in de ultracenlrifuge 
In het sedimentatiediagram verkregen met de Beekman analytische 
ultracentrifuge model E, die voorzien was van een UV scanningsysteem 
volgens Bont en van Es (1967) werden geen verontreinigingen geconsta-
teerd. De sedimentatiepiek bleef gedurende de gehele run symmetrisch. 
Fig. 29. 
bodemcel 
\ 
dE dr 
Figuur 29. Sedimentatiediagram van de geïsoleerde vrije SC, 52 minuten na liet be-
reiken van 59.780 rpm. 
5.7.3 Immunochemische homogeniteit 
Bij immunoelectroforetisch onderzoek met polyvalent antiserum tegen 
tweede piekeiwitten (anti-MM II) werd één precipitatielijn gevonden. 
Fig. 30. Ook bij een Ouchterlony diffusie-experiment van verschillende 
hoeveelheden vrije SC tegen dit antiserum, bleek het geïsoleerde eiwit 
slechts één precipitatielijn te geven. Fig. 31. Vooral dit laatste criterium 
is zeer scherp. 
Hoewel het geïsoleerde eiwit bij één pH homogeen was in de ultra-
centrifuge en in electroforese is dit nog geen strikt bewijs voor de ho-
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Figuur 30. Immunoelectroforetisch onderzoek van de geïsoleerde vrije SC (5 mg/ml) 
in vergelijking met ontvette, caseïnevrijgemaakte moedermelk. 
Figuur SI. Immunodiffusie experiment. Onderzoek van 
de geïsoleerde vrije SC met (polyvalent) anti-M M II 
antiscrum (9). In antigeenputjes 1 t/m 5 werd respec-
tievelijk 100, 80. (¡0, 40 en 20 ui gebracht van een op-
lossing van vrije SC die 5 mg/ml bevat. 7 bevatte ont-
vette caseïnevrijgemaakte moedermelk. 
mogeniteit van het preparaat. Aangezien het eiwit echter ook. homogeen 
was bij onderzoek met een polyvalent antiserum menen wij de op boven-
beschreven wijze geïsoleerde SC als een zuiver eiwit te mogen beschou-
wen. Microheterogeniteit die bij veel glycoproteïden wordt geconsta-
teerd is evenwel niet uitgesloten. 
5.7.4 Denaturering tijdens de isolering 
Omdat het verkregen preparaat wordt gebruikt voor de absolute 
ijking van de kwantitatieve bepaling van vrije SC in secreta — een bepa-
ling die gebaseerd is op de voor vrije SC specifieke I-determinant — werd 
nagegaan of de meest denaturerende fase van de isoleringsprocedure 
— de elutie met 0,1 M glycine-HCl pH 2,2 — de immunochemische 
precipiteerbaarheid verandert. 
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Aan 5 ml van een tweede-piekpreparaat met een bekend gehalte aan 
vrije SC (2,50 mg/ml ) werd 15 ml 0,1 M glycine-HCl buffer p H 2,2 
toegevoegd (eind p H 2,7). Dit mengsel werd bij 25°C geïnrubeerd en 
na \ei schillende tijden met 1 N N a O H geneutraliseerd. Hierna werd 
met de R1D methode de vrije SC-concentratie bepaald met een antise-
rum dat specifiek is \oor de I-determinant van vrije SC. Uit de in tabel б 
samengevatte resultaten blijkt dat het gedrag van vrije SC in R1D niet 
\erandert onder invloed van dit /ure milieu. Aangenomen kan dus wor­
den dat tijdens de 7ure elutie bij de isolering van SC de I-determinant 
niet wordt beschadigd. De \eikregen preparaten kunnen in deze 7in als 
niet gedenatureerd beschouwd worden en mogen als absolute s tandaaid 
gebruikt worden bij de kwantitatie\e bepaling van vrije SC met R I D . 
label (i. Invloed \an 711111 milieu (0,1 M ghcine-IIOl 
pH 2.2) op tie immunoclicinistlie pi et ipitcoi baai beiti 
\лп Mije S(. met betickking tot tie I-tlelciminanl. 
. (.challe aan \1i1e SC in piorcnfen \an tic iti min. .J ' iiilgangsHaaitle 
0 100 
30 98 
GO 98 
90 101 
120 102 
71 
H O O F D S T U K 6 
FYSISCHE EN CHEMISCHE EIGENSCHAPPEN VAN 
S E C R E T O I R E C O M P O N E N T 
In dit hooldsluk wolden achteiecnvolgens besproken de bepaling van 
het molecuulgewicht, de ammo7uursamensielling en de koolhydraat-
samenstelling van de geïsoleeule SC. 
6.1 HEI MOLECUU1.GF.W1CH1 WN SC 
6.1.i Literatuurgegevens 
Over het molecuulgewicht van vrije SC is in de l i ie iatuur /oals uit 
tabel 7 blijkt geen eenstemmigheid. De schaarse gegevens resulteren in 
waarden die uiteenlopen \ a n 44.000 - 90.000. Deze grote spreiding hangt, 
afgezien van de toegepaste isoleringsmethodc zekei ook samen met de ge-
bruikte techniek tei bepaling van het molecuulgewicht. 
In het algemeen lijkt de met gelfiltialie bepaalde waaide hoger te 
liggen dan die welke met de ult iacentri iuge wordt gevonden. 
Tabel 7. Overzicht van de literatuurgegevens ovei iiiolecuulgcwi<ht en isolerings-
melhode van viije SC. 
Auteur l'iepaiaat Bepalingsmethode Molecuul-
gewicht 
Hong e a. (19GG) verkregen uit colosliiim IgA 
door 5 M guanidinc behandeling 
of door reductie met 0,3 M 
2-mcrcaptoaelhaiiol (2 ME) 
pH 8 2 en alkylenng. 
Sephadex G 100 gclfiltratie: 
„small peak" 
UC evenwichtsmethode 
volgens Yphantis (19G4) 
in "> M guanidine oplos-
sing (appioximaticve 
waarde) 
Hanson en veikicgcn uit 11 S tolostium Ig λ dunne laag gclfiltratie 
Johansson (1967) door reductie met 2ME en 
alk)lering volgens Elcischmann 
e.a. (1902). Daarna G 100 
gelfiltiatic en DE \E cellulose-
chromatografie 
op Sephadex G 100 
50.000 
: 44.000 
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\utcur Picpaiaat Bepalingsmethode Molecuul 
gewit ht 
Ncwcoml) ca . a. veikiegen door ïcductic van 
(19G8) 11 S colostrum Ig Y met 3 niM 
dithiociytriiol. Daaina G 130 
gelfiltiatic bij pH 3,0 
b. Een gezuneid viijcSC 
preparaat uit lolosiiuni vci-
kregen. DE \E-cellulose-
chiomatogralic en (NH() ,S04 
precipita tie 
1 omasi en Bie- ν ei kregen door ïcductic van 
nenstork (19G8) 11 S colostuini I g \ met 0,2 M 
2 ME, daarna alkyleiing, G 100 
gelfiltiatic in 0,5 M propionzuui 
en G 200 gelliltiatic 
in 0,11 M NaCl 
Hiuliiiian e a. ν ci kicgcn uit speeksel lg Y 
(1369) (95 c'¡, zuivel) dooi ïcductic 
met 0,2 M 2 ME en alkyleiing 
Mach (1970) gcisolecul uit mocdcimelk dooi 
(NH4)2S04 precipitatic (2 χ ) , 
ÜEAE-cellulosecliiomatogiafie: 
0,001 M fosfaatbuffer pH 7,4 
dooiloopfractic G 200 gelfil-
tiatie, piepaiaticvc gradient 
ultracentrifugei ing 
Brandtzacg gedeeltelijk gezuiveul SC 
(1971, b) verkregen uit colostrum door 
Sephadcx G 200 gclfiltratic 
na (NH4),S04 piccipitatic 
(,200 gelfiltiatic 7G.OO0 
VC Vichibald methode 
v. Munster ca . gedeeltelijk gezuiverd prepaiaat, 
(1969) verkregen uit moedermelk na 
G 200 gelfiltratie 
Kobavashi * SC veikregen uit colostium. 
(1971) DE VE-celliilosechiomatografie: 
0,01 M fosfaatbuffcr pH 7,4 
doorloopfractic. (XH4),S04 
precipitalie. CM-cellulose-
chromatogiafie: pH 5,0 giadient 
0,003 MO,") M. Daarna 2 χ 
Sephadex G 200 gclfiltratie 
38.000 
Sephadcx G 100 
gelfillialie 
(appioximatieve 
waaide) 
SDS cleaioloiesc 
volgens W'cbei en 
Osboin (19(59) 
uit dilfusicconstantc 
(immunologische me­
thode volgens Allison 
en Humphrey, 1960). 
Uit l i,,
 w
 = 5,4 volgt 
Einstein Stokes straal 
39,4 A. Hieiuit mole-
cuulgcwitht geschat 
Sephadcx (, 200 
gelfiltiatic 
VC uil s°,„
 я 
(=V(1) с п 1 )
я
, 
( = 3.9G) 
54 000 
85 000 
80.000 
90 000 
75.000 
* Deze publicatie bereikte ons nadat het manuscript van dit proefschrift was voltooid 
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6.1.2 Bepaling van liet moìccunìgewicht met Sephadex G200 gelfiltratie 
β. 1.2.1 Inleiding 
Het gebiuik van moleculaire /e\ing vooi de bepaling van de molecuul-
giootie weid voor wat Sephadex betielt door Granath en Flodin (1961) 
geïntioduceeid. Zij vonden een goede correlatie tussen de molecuulge-
widiten \ an dextiaanfiacties en de elutievolumina bij gelfiltialie. Dooi 
diverse auteuis weid het verband bestudeeid tussen molecuulgewicht 
\ a n eiwitten en het eluiiepatroon bij gelliltiatie. 
O.a. dooi Whiiaker (1963) en Anchews (1965, 19G7) weid een /eei goe-
de lineaire conelat ie gevonden tussen Ve/Vo en de logaritme van het 
molecuulgewicht van een giool aantal eiwitten. Ve is het elutievolume 
van het ben effende eiwit en Vo het wa ten ohimè buiten de Sephadex 
konels (excliisievolumc). Dit laatste kan eemoud ig worden bepaald met 
een blauw geklemd dext iaan met zeei hoog molecuulgewicht (blue dex-
tian, Pharmacia Uppsala) . 
Whitakei (1963) vond dat Ve/Vo onalhankelijk is van de eiwiuoncen-
tratie en van de kolomafmelingen; dat ei geen adsoiplie op basis van 
ionenuitwisseling plaatsvindt (bij ionensteikle 0,49) en dat een tempe-
ratuuicllect verwaai loosbaai is binnen een traject van 3"G. Hij wijst er 
echtei op dat foutie\e waaiden \oor het molecuulgewicht kunnen wor-
den ge\onden door inleiacties van sommige enzymen met het dextraan 
o.a. lysozyme en α-amylase, waardoor een te groot elutievolume wordt 
gevonden en dus een te laag molecuulgewicht. Voor het glycopiole'ide 
o\omucoid vond hij daarentegen een tweemaal te hoog molecuulgewicht. 
Ook Andiews (1965) vond voor glycoproteiden te hoge molecuulge­
wichten. Hij wijt dit aan een „more expanded s a n c i r n e " tengevolge 
лап een steikeie hychalatie \an de koolhydiaatketens veigelcken met 
de polypeptide ketens. Dit ellect is bij koolhydraatgehaltes tol 4 % ge­
ring, daai boven kunnen molecuulgewichten gevonden woulen die twee­
maal /o hoog zijn als de met de ultracentiifuge bepaalde waarden. Vooi 
een sleik asymmetrisch eiwit als fibrinogeen wordt met deze methode 
eveneens een veel te hoog molecuulgewicht gevonden. 
De gelliltratie methode is met de hierboven vermelde ïestricties een 
waaulevol en veel toegepast hulpmiddel bij de bepaling \an molecuul-
gewichten. Uit verschillende literatuurgegevens stelden Determann en 
Michel (1966) een empiiisch diagram samen dat het \ e tband aangeeft 
tussen Ve /Vo en de logaii tme van het molecuulgewicht. Fig. 32. 
6.1.2.2 Eigen experimenten 
"Wij gebi nikten vooi de fractionering van ontvette, cascinevrijge-
maakte moedei melk een Sephadex G 200 kolom (40 χ 2,5 cm). De frac-
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ties werden verzameld in perioden van 30 minuten. De pompsnelheid 
was 12,5 ml/uur. De Volumina van de fracties werden nagemeten ter 
controle op de constantheid van de pompsnelheid. Aangenomen werd 
dat de papiersnelheid van de recorder constant bleef gedurende het hele 
experiment. De elutievolumina werden berekend uit de geregistreerde 
extinctiemaxima van het elutiediagram. Het elutievolume van blue 
dextran (Vo) bleek samen te vallen met dat van de eerste piek. 
Ve ^ c ι 
25 
2.0 
1.5 
1,0 
0.5 0/ 1 2 5 + 5 6 8 10 20 
M x W " * 
Figuur 32. Relatie tussen het molecuul­
gewicht van eiwitten en het gestandaar­
diseerde elutievolume na Sephadex G 200 
gelfiltratie. Naar Petermann en Michel 
(1966). 
Voor het maximum van de tweede piek van moedermelk — die voor­
al lactoferrine en vrije SC bevat — werd in 20 experimenten de Ve/Vo 
waarde gemeten. Uit de gemiddelde waarde van 1,79 ± 0,02 werd met 
het Determann diagram (lig. 32) een gemiddeld molecuulgewicht van 
86.000 ± 4.000 berekend voor de eiwitten uit de tweede piek. Voor het 
molcctiulgewicht van lactoferrine werd door Groves (1960) 86.000 en 
door Monti euil e.a. (1960) 95.000 opgegeven. De/e waarden, die met 
ultracentrifugemethoden werden bepaald, stemmen goed overeen met 
on/e waarde voor de eiwitten van de tweede piek. 
Bij de immunoelectroforetische controle van de verschillende fracties 
bleek vrije SC eerder te verschijnen dan lactoferrine, dat /elf weer een 
kleiner elutievolume heeft dan albumine. 
Wij bepaalden daarom in alle fracties van de tweede piek het gehalte 
aan vrije SC, lactoferrine en albumine nauwkeurig met RID. Fig. 33. 
Voor deze eiwitten werd een Ve/Vo waarde gevonden van respectieve­
lijk 1,69; 1,83 en 1,93. Hiermee corresponderen molecuulgewichten van 
110.000 voor SC; 79.000 voor lactoferrine en 64.000 voor albumine. 
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r e l a t i e f % 
Δ l a c t o f e r u - i e 
ο a l b u m i n e 
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\74 100 
blue d e x t r a a n 
72 
>c 122 I ¿ilbumii 
l a c t o f e n n e 
152 
50 e l u t i e v o l u m e m l . 
ne 158 
Figuur 33. Elutiediagram van ontvette, caseïnevrijgemaakte moedermelk na Sephadex 
G 200 gclfiltratie. In alle fracties van het eluaat werd de concentratie van vrije SC, 
lactoferrine en albumine bepaald. Uit deze gegevens werden de elutievolumina van 
deze eiwitten zo nauwkeurig mogelijk vastgesteld. 
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Tenslotte weid 1 ml \an een oplossing лап het geisoleeitle viije SCI 
(0,2 ing/ml) o\ei dc/ellde kolom gelractioneeid. De extinctie \an hel 
eluaat werd in velband met de lage eiwitconcentratic geiegistieeid bij 
210 nm met een 10 mm dooi stioomcuv ette in de Beekman DB spectio-
fotometer. Het exclusievolume van de kolom weid met blue dext ian 
bepaald. In twee expei imenten \onden wij een Ve/Vo waaide \an 1.71 
en 1,69 conesponderend met een gemiddeld molccnulgewicht van 
105.000. 
De elutiepiek was symmetiisch. Als controle op de bet iouwbaaiheid 
\an de methode bij deze zeei lage eiwitconcentratie weid ondei de/elfde 
condities een oplossing van a lbumine (0,2 mg/ml) gehltreeid. Vooi 
Ve/Vo weid in een duplobepal ing 1,90 en 1,88 ge\ondcn. Het beieken-
de molecuulgewichi bedioeg 08.000. 
Het molecuulgewichl van \iije SC in incedei melk \eischilt dus niet 
van dat \лп het geisoleeule p iepaiaa i . Tijdens de isoleiing is het eiwit 
in dit op/icht dus niet verandeid. 
De gevonden waaiden zijn ongeveei tweemaal /o hoog als die welke 
dooi Tornasi en Bienenstock (1908) weid opgegeven. Het pi epa iaat van 
Tornasi was echter veikiegen dooi leduclie en alkyleiing van gezuiveid 
exociien IgA. De viaag komt naai \oien of het natieve viije SC in se-
cieta in een dimeie \o im vooikomt dan wel d.il het met gelliltratic ge­
vonden molecuulgewicht veel te hoog is. Om de/e vraag te beantwooi-
den weid het moleciiulgewicht ook in de ult iacenti i tugc bepaald. 
0.2 1SEPA1 IN(, VAN 111 1 MOI I Cl UI GEWIC II 1 М Ы BI HUI.Ρ VAN DE 
l L1RAC1 N1R1EUGE 
6.2.1 Gebruikte apparatuur 
Alle metingen weiden veiiicht met een Beekman model L· analytische 
ultracentiiluge, uitgeiust met UV absoipiie-opliek (liltei, 280 nm) en 
een scansysteem zoals dooi Bont en van lis (1967) weid beschieven. Het 
oorspionkelijke optische systeem was gewijzigd volgens de Gioot e.a. 
(1969). In de diaaiende ïotoi woidt de extinctie van de met eiwitoplos-
sing gevulde meetcel gemeten ten op/ichte van de ïeleienticcel, die het 
oplosmiddel bevat. Hieibij wolden de signalen alkomstig van beide cel-
len van elkaai ondei se heiden via een derde signaal alkomstig van een 
extra opening in de rotor. Het systeem is hieidoor een double beam 
s)sleem gewoiden. Het scansignaal kan ïechtstiecks (liansmissie) ol na 
logaiilmische om/et t ing woiden geiegistieerd (extinctie). Een belang-
ïijk vooideel van het gebiuikie systeem is dat ook de eeisle algeleide 
van het scansignaal kan wolden geschieven (dE/dr) . Hoewel de lineai-
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re (oiielaiic tussen de liclli i igs\eiandeiing van liei pi ¡maire signaal en 
de geregistieeide eeisie algeleide uiteraard bcpcikt is, weid dit in de 
piaktijk nooit als storend o n d a vonden. De steile gradiënten in liet begin 
\ a n het dillubie-experiment in de „synthetic boundaiy (eli" (/ie G.2.8 b) 
werden goed gevolgd. 
Dooi hel gebiuik van UV optiek kan met sterk verdunde eiwitoplos-
singen worden gewerkt (0,1 - 0,8 mg eiwit /ml) . De benodigde hoeveel-
heid eiwit is hierdooi /eei klein (0,2 - 0,4 mg) lei wijl bovendien het 
concentiatie-elleci op de sedimentaliccoelliciënt en de dilIusic(oëlliciënt 
sledits een /eei kleine ιοί speelt. Van de genoemde coëtliciënten weid 
daarom geen concentraiiealhankelijkheid bepaald. De gemeten waarden 
weiden als geëxtiapoleeide nnlwaaiden beschouwd. 
6.2.2 Archibald methode 
Wanncci een stol woult geceniiilugeeid in een oplosmiddel met een 
lagcic dichtheid /uilen de deeltjes in piincipe gesedimenteerd woiden. 
De sedimentatiesnelheid is alhankelijk van de toegepaste centi ungale 
kiacht, van de massa van de deeltjes en \ a n de wiijvingskiadit die de 
sedimenterende deeltjes ondergaan. Het sedimcntaiie-eflcct woult echter 
tc'gengeweikt door de diüusiekrachi, die streelt naar een redistribulie 
door de gehele vloeistof van de sedimenterende deeltjes. Het totale mas-
sali anspoi ι wordt dus beheerst door sedimentatie- en dillusiekiachten. 
Bij hoge diaaisnelheid /al de sedimentatie domineien. Bij lage toeienlal-
len /al /idi in de cel na verloop van tijd een evenwicht instellen tussen 
sedimentatie en diltusie en /al hel netto massatianspoil op elk punt van 
de cel tenslotte nul worden. In de/e situatie geldt dat: 
M = R 1 χ t k / d r (Auhibald, 1947) . (1) 
(1 - \o) co-ie 
waai in: 
M z= molecuulgewicht 
R — univeisele gasconstante (8,31. 10" eig. °K 1. mol ') 
Τ = absolute temp Cis.) 
ν = paneel speciliek volume (cm1, g - 1) 
(o = hoeksnelheid (cm. sec. *) 
o = sooi lelijk gewicht van het oplosmiddel (g.tnr 3 ) 
ι = alstand tol ïo ioicentrum (cm). 
с = (oiiíentralie stol (g.cm :l) 
Aichibald (H)17) wees er ook op dal de evenwichisveigelijking op 
ieder momeni moet gelden aan de meniscus en op de bodem van de cel. 
O p de/e plaatsen is hel massatiansport immeis altijd nul. O p elk mo-
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ment kan dus dooi meting \aii dc/di en win ι aan de meniscus hel 
molecuulgewicht wolden beiekend. Het vooideel van de/e methode bo­
ven de sedimentatie-evenwichismethode is de koite iijdsduui van het 
expenment De evenwichlsiun veigde in de dooi ons gebiuikte appaia­
timi 3 a 4 dagen In de/e lijd kan het ondei/othte malei ïaal denatuie-
ïen. 
In plaais \ a n с kan ii i leiaaid ook de extinctie (L·) in loi mule (1) 
woiden toegepast 
Met de boven geschetste appaiat imi is het mogelijk om het veiloop 
\an E en ( d L / d i )
m
 m de meetcel b innen 100 seconden na elkaar te 
ïegistieien I'ig 34 Bij het toegepaste lage toeiental (17 250 ïpm) woult 
de fout, ontslaan dooi de/e niet gelijktijdigheid van de metingen, vei 
waailoosbaai. Ei geldt: 
M = R T k χ <± F / *>»_ . (2) 
(1 - ν ρ ) ,
υ
* ( ι , - i , „ / m
r
) L· 
waai in: 
к = eveniedigheidsconstanie lussen clE/di en de dooi de ι eroi dei gcie-
gislieeule eeisie afgeleide ( d l / d i ) l n 
r
r
 = alsiand van het ïe le ient iepunt in de ïotoi tot het ìoloi centi urn 
(7,300 tin) 
ι
 ш
 = de dooi de ïccoider geiegistieeide koitsie alstand лап ïeleientic 
punt tot de meniscus in cm 
mr = de l ineane veigiotingslacloi van de scarnici (17,fi) 
Ondei vastgestelde jiioelomsiandigheden is M dus ïechtcvenicchg met 
(tlE/tli),,, 
E 
De eveniedigheidsconstanie is uit bekende gegevens te beiekenen 
Vóói elke n i n werd in een blanco jjiocl de meetcel veigelcken met de 
ïefeientiecel Vooi de gevonden velschillen in dooi laatbaaihcid weid 
in de eigenlijke u rn gecoingeeid De eiwiioplossing was gechalyseeid 
tegen diiemaal \e iveis t PBZ. De eiwitconcentiatie weid zodanig geko-
zen dat E ion"1"1 " '^ " ' ^ bedioeg Het sooi lelijk gewicht van het oplos-
middel weid op 1,000 gesteld Vooi ν van SC, weid 0,72 c m ' g 1 aan­
genomen Hieibij werd eivan uitgegaan dat het paitieel spcciliek volu­
me een additieve eigenschap is Vooi het eiwitdeel weid ν = 0,74 aange­
nomen. Vooi hel koolhychaat gedeelte ν = 0,β5. Het koolhydraatgehalte 
bechaagt ! ! , (>% (/ie 6 4). 
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Evtinctie 2 80 nm 
scan richting 
• 
6 50 "V, 
t t 
referentie ' 
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6.00 cm afstand 
tot rotorcentrum 
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io 
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tot rotorcentrum 
Figuur S4. Registratie van het \erloop van К en van dli/dr in de mcetcel, gemaakt 
tijdens een korte Archibald run van een oplossing van vrije SC (0,5 mg/ml). Opnames 
gemaakt 48 min. na liet bereiken van 17.2.">0 rpm. 
SO 
Van een drieial \erschillentle preparaten van viije SC werd nu hel 
molecuiilgewichi bepaald. Tabe l 8. De SD werd berekend uit de waar-
(<lE/dr)
m 
den van die uit de \ ei schillende scans resulleerden. 
E 
Tabel 8 Gegevens o\u li cl incilruiulgciwclu \an SC bepaald uit clue velschillende 
prcpaiatcn met de methode \an Aichibald. 
l'icpaiaat nr Aantal scans Molecuulgcwichl SD 
3 (i 71 (ЮО 4 200 
\ j (55.000 3.200 
17 8 (¡2 000 3 100 
gemiddelde » aai de (i(i 000 
De gemiddelde waarde \oor het moleciuilgewichi \ an \rije SC] be 
paald \olgens de/e \c rkoi te Archibald methode is 66.00U ± 4500. 
Voor de nauwkeurigheid („piecision") van de molecuulgewichtsbepa-
ling \olgens de beschreven methode werd 5 % (SD) gevonden. De Gioot 
e.a. (19()8) komen met cle/elfde appaia t imi /ells tot een SD van 3,5%. 
Toch is de kans op systematische tonten bij het uitmeten van (dE/dr ) m 
en \an E niet denkbeeldig. Bovendien kunnen laagmoleculaiie \eront-
ïeinigingen met UV absorbeicnde stollen aanzienlijke lotiicn in de me-
ling \an E veroor/aken. 
Het molccimlgewicht \ an \iijc SC werd daarom nog op een andeie 
wij/e bepaald. 
6.2.3 Bepaling van het molecuiilgewuht uit sedimentatie- en diffusie-
roëffic ten t 
a. Sedimenlatiecoeüicient 
De sedimcntalieconsiante s is gcdefinieeid als de snelheid waarmee 
de deeltjes /ich bewegen in het cenliifugale veld per eenheid лап steikle 
van dit \eld. 
_ d r / d t din r 2,303 dlog r 
' ~ cA' " oAll — ~ „Alt ~~ 
waarin: 
ι — afstand tot ïotoicenli um (cm) 
t = tijd (sec) 
o; = hoeksnelheid (cm.sec-1). 
81 
Uit de helling van hel l ineane grafisch weeigegeven verband tussen 
de tijd en de logaiitme van de afstand van de sedimcntatiepiek tot het 
rotorcentrum wordt sl
 i pp berekend, 
r wordt pi aktisch gemeten als r r - r ' / m r 
waarin: 
r r = afstand ïelereni iepunt van de ïotor tot ïo toicentrum (7,300 cm) 
r' = door de ι écouler geiegistieerde afstand tussen meetpunt en referen-
t iepunt 
m r = lineaire veigiotingsfactor \ a n de scanner (17,G). 
De zo berekende schijnbare ( = niet genormaliseerde) sedimentatie-
coëfficiënt wordt als volgt omgeiekend op standaardomstandigheden 
van 20°C en water als oplosmiddel: 
. , _ . , ν >lt. opl. m 1 • V'J0.« ' i^».» 
л
 20,w э
 t l pp А А — -
ψ« » 1 ~ V t , opl. m X f t . opl. iii 
waarin: 
η = viscositeit 
ν = partieel specifiek volume van de stof 
o = soortelijk gewicht van hel oplosmiddel 
ι, opl. m = oplosmiddel bij i°C. 
20,w = water bij 20°C 
De sedimentatiecoefficiént neemt aanzienlijk af bij toenemende eiwit-
concentratie. Bij gebiuik van Schlierenopliek moet dan ook de waarde 
van de sedimentatiecoélliciënt voor eiwitconcentralie nul (sü) door ex-
trapolatie uit een concenti atie -»· s-waaide diagram worden verkregen. 
Bij de zeer lage eiwilconcentialie die bij gebiuik van UV optiek kan wor-
den toegepast (0,2 - 0,4 mg/ml) woidt de gemeten s-waarde als s° be-
schouwd. 
In een viertal runs werd van diie preparaten van vrije SC s% « be-
paald. De gemiddelde waarde betlioeg 4,3S. Tabel 9. 
Tabe l 9 ScdinienUUiecoeffiucnt van \ i i jc SC bepaa ld 
van velschi l lende p r e p a i a t e n . 
P i e p a r a a i n i . s»,0 
2 4,4 S 
2 4,2 S 
3 4,4 S 
17 4,2 S 
gemidde lde waa ide 4,3 S ± 0,11 
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b. Diffusiecoclfuient. 
De diffusiecoefiicieni weid in de ultracenii i luge bepaald uit de piek-
verbreding tijdens een dilhisie-expeiiment. Een schei ρ grensvlak tussen 
eiwitoplossing (0,5 mg/ml) en bufleroplossing (PBZ) werd verkregen 
in een „synthetic boundary cell". Het toerental bedroeg 17.250 rpm, de 
gemiddelde tempeiatiuii was 22°C. Vanai 5 minuten nadat de centrifuge 
op snelheid gekomen was weid elke 1 minuten een scan gemaakt waarbij 
de eeiste afgeleide van de extinctie weid geregistieeid. In totaal werden 
31 opnamen gemaakt. 
De diftusiecoellicieni weid beiekend volgens de oppervlakte methode 
(Elias, 1961 p.96). 
D
 ·.!...= 4л X m-VX(H,LJ X t,:„ 
waai in: 
D'_ = schijnbaie dillusiccoclliciënt bij concentratie с (10-~cm2.sec. ') 
Л, = o p p e n lakte onclei de geicgistieeide algeleidc c u n e (cm-) 
H
n l l 4 = piekhoogte van de geiegistieerde afgeleide curve (cm) 
'uirr. = tij tl. gecoiiigeeul naar het tijdstip 0 (t()) van de diffusie. 
A, weid met een planimeter gemeten, t() weid gevonden dooi extiapola-
tie Min een (A,/H U U N ) a —• t diagiam. 
De gemeten D" waaiden kunnen in velband met de zeer lage ciwit-
concentiatie als D° , wolden beschouwd. 
In het algemeen \e iandei t de waargenomen diflusiecoelliciëni in de 
loop \an een dei gelijk experiment. In fig. 35 zijn de gevonden D*.,,,,, 
daarom uitge/et legen de dillusieiijd. 
Met de kleinste kwadratenmethode weid eerst een regicssielijn be-
paald \ooi de gemeten D° waaiden. Vervolgens werden de residuen 
behoiendc bij de/e ïegiessielijn, dwz de absolute verschillen tussen de 
gemeten waaiden en de oveieenkomslige ïegiessiewaarden voor D° 
beiekend. O p giond \ a n het verloop van dc/e residuen met de lijd is 
het redelijk te veiondei stellen dat de nauwkeuiigheid van de metingen 
eveniedig met de tijd alneemt. Dil ellect was ook te veiwachten in vel-
band met de alnemende meeinauwkeurigheid \ a n de waaide van H n u 4 
met de lijd. De/e meetwaaiden worden steeds kleinei tei wijl de mis ge-
lijk blijft. Eig. 36. 
Met een aangepaste kleinste kwadiatenmethode weid opnieuw een re-
gicssielijn bepaald waai bij aan de eerste bepalingen meei gewicht weid 
toegekend dan aan de latei e. Vooi het intcicept weid de waarde 5,99 ± 
0,09 (Ι χ SD) gevonden. Het dillusie-experiment weid bij een gemiddel­
de tempei a tuur van 22,0 С uilgevoeid. Na correctie voor de temperatuur 
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volgens D", = D ° 2 0 w χ /
2
-'·
0 1
' -
m
-
 χ
 werd nu voor D 0 2 ( M v gevonden 
JJ20.W 295 
5,66 ± 0,08 10 7cm2.sec.-i 
Door substituering in de Svedberg formule: 
M = R T sVw 
DVw(l -νρ)
 2„.w 
van de gevonden waarden voor s920„ en D° 2 0 w van resp. 4,3 en 5,66 re­
sulteert een molecuulgewicht voor vrije SC van 67.000 ± 2.000. 
D app c m 5 e c ~ * w " 
> 
150 140 150 
t ¿ecor r min 
Figuur 35. De berekende waaiden van de diffusiecoëfficiënt van vrije SC als functie 
van de diffusietijd. De geëxtrapoleerde waarde van de diffusiecoëfficiënt op tijdstip 
nul bedraagt 5.99 1С-" cm-.'cc. i. 
6.2.4 Samenvatting, en conclusie 
1. Met de Sephadex G 200 gelfiltratie methode werd voor het mole-
cuulgewicht van vrije SC voorkomend in moedermelk 110.000 gevonden. 
Voor het geïsoleerde eiwit was deze waarde 105.000. De moleculaire 
afmetingen veranderen dus tijdens de isoleringsprocedure niet. 
2. Met de verkorte Archibald methode werd voor drie verschillende 
preparaten een (gemiddeld) molecuulgewicht van 66.000 ± 1.500 gevon-
den. De door ons aanvankelijk gepubliceerde waarde van 74.000 ± 
6.000 (v. Munster e.a., 1У71) was bepaald van het allereerste preparaat. 
Dit preparaat was geruime tijd bewaard bij -15 С voordat de analyse 
werd verricht. 
81 
t ¿ е с о г г = 33 min 
6 5t 600 cm afstand 
tot rotorcentrum 
A t .11 .15cm-
t ¿ecorr . 133 min 
10 
6,00 cm afstand 
tot ro torcent ru 
F iguur 3f). Regis t ra t ie van het verloop van dK/dr in de „synthet ic b o u n d a r y t e l l " 
tijdens het diffusie-experiment . De o p n a m e n zijn gemaakt 35 en 135 m i n u t e n na het 
begin van de diffusie. 
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3. De sedimentatiecoellicient ь°»0 » van hel vrije SC bechaagt 4,3 ± 
0,1, de diffusiecoelficient D % „ is 5,66 ± 0,08. Uit de/e gegevens weid 
voor SC een molecuulgewichi beiekend \an 67.000 ± 2.000. 
4. Uit de gezamenlijke ultiacenti iluge-experimcnten ïesulleeit een ge-
middeld moleciiulgewuht \ an 66.200. De/e waaide stemt ι edelijk over­
een met de door Tornasi en Bienenstock (1968) gevonden waaide ν ooi 
SC dal door reductie en alkyleiing van exociien IgA was veikiegen. 
5. O p grond van de/e gege\ens kon hel vermoeden van een dimeie 
vorm van het natieve vrije SC veigeleken met een p iepaiaat dat dooi 
reductie en alkylering \an 11 S exociien IgA was verkregen worden ver­
worpen. 
6. Het giote velschil tussen de waarde gevonden met de Sephadex 
G 200 methode en de ul t iacenti ihigemethode /al vermoedelijk samen­
hangen met het relatief hoge koolh\diaatgehalte van SC. 
6 . 3 AMINOZUIRSAMFNSII 1.1 1\(. V \ \ S C * 
De amino/uuianalyse werd kolomchromaiografisch gedaan na verschil­
lende hydiolysetijden en ook na voorafgaande oxydatie van de /wavel-
houdende amino7iiien met pei miei en/uur. Het iryptofaan- en tyrosine-
gehalte werd spectiofotometi isch bepaald. 
6.3.1 Aminoziiumnalysr na verschillende hydrolysetijden 
Van hel gezuiverde eiwit weid ± 0,5 mg in 6N HCl bij 110°C ge-
hydiolyseerd in ampullen die \oor het sluiten waien geëvacueerd. De 
hydrolysetijd bedroeg 22 en 72 uu i . Het hydrolysaat, dat volkomen kleur-
loos bleef — dus geen huminevorming — weid na viiesdiogen opgeno-
men in gedestilleerd walei en geanalyseeid volgens het principe van 
Moore, Spackmann en Stein (1958) dat dooi Gerding (1971) werd gemo-
dificeerd tot een enkel kolomsysteem. Door toepassing van een derde 
buffer (pH 7,15) konden ook de basische amino/uien op reproduceer-
bare wijze worden geëlueerd. Voor elke analyse werd een nauwkeurig in-
gewogen standaardmengsel geanalyseerd. 
Gegevens van de chromatografische scheiding: 
kolomlengte: 45 cm 
kolomdiameter: 0,4 cm 
ionenuitwisselaar: aminex A 6 (Bioiad) 
analysegang: opbiengen \лп het monstei met een automatische monstei-
opbrenger (Gelding en Peteis, 1971) 
60 min. Na-citraatbuffer 0,2 N p H 3,25 -\- 4 % piopanol 
15 min. Na-citraatbulfei 0,2 N p H 4,25 
* De . i iniiiü7iiuianal\ses u e i d c n inigc\ocicl dooi ine| i i l f ioin\ \ I I I \ e i s t e c g e n 
de heci C. Gi oenen oud (afdeling b iod iemie) 
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132 min. Na-citraatbuffer 0,2 N pH 7,15 
18 min. 0,2 N NaOH 
90 min. Na-citraatbuffer pH 3,25 
temperatuur: 52°C. 
stroomsnelheid: 22 ml/uur (buffer 15 ml/uur, ninhydrine 7 ml/uur) . 
Door toevoeging van 4% propanol aan tic eerste buffer was de schei-
ding tussen threonine en serine optimaal. Alle aminozuren werden met 
deze methode goed gescheiden. Fig. 37. 
Extinctie 
^ J 
20 180 210 240 270 
re ten t ie t i jd min. 
Figuur 37. Chromatogram van het ingewogen mengsel van aminozuren. Door toe-
passing van de derde buffer (pH
 = 7,1")) worden ook de basische aminozuren goed 
geclueerd. 
Uit de analyseresultaten (piekhoogte meting) van standaardmengsel 
en hydrolysaat werd in een computerprogramma (AMAT, Gerding, 
1970) de aminozuursamenstelling berekend. 
Uit de 22 uurs en 72 uurs hydrolyses bleek een afname per 50 uur 
hydrolysetijd van 21% voor serine en van 9,6% voor threonine. Valine 
nam toe met 3,7%. De andere aminozuren veranderden niet of zeer wei-
nig tijdens de lange hydrolyse. Tabel 10. 
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Tabel 10. \minoziiiiisjmensiellmg \aii MIJO SC in nmul/ml na 
леічсіиіісшіс h\eilol\sctijclc-u \an hcl ciwil in G X HCl l)ij 110 C". 
asp j iag ine/i i iu 
c inconine 
s e n n e 
g l u U m i i i t v u u i 
pi o h n e 
glycine 
a l a n i n e 
\a l inc 
i i icl l i ionine 
isoleucine 
leucine 
t\ ι osine 
Usine 
l e m l a l a n i i i c 
liistiilinc 
a i g i n i n c 
22 u n i 
17") 
94 
122 
170 
79 
1") 
101 
13-1 
< О,". 
00 
1-Π 
59 
92 
:>i 
15,5 
78 
72 u in" 
174 
85 
91 
170 
79 
153 
101 
134 
< 0,5 
61 
147 
GO 
91 
51 
10,0 
70 
Rees (1916) vond vom de ontleding \an serine in fi N HCl bij 110°G 
10,5% pei 21 uur en vooi threonine 5,3%. Bij ons expeiimcnt werd 
iespeciie\clijk 10,1 en 1,6% gevonden. 
Vooi de veilie/en van sei ine en threonine door destructie werd ge-
toii igeeid door lineaire exiiapolatie naar het tijdstip nul. 
De moeilijke hydiolyseeibaarheid van de peptiden die \aline, leucine 
en isoleucine bevatten is bekend. Vooi dit gelinge effect brachten wij 
geen coiredie aan. 
Opvallend is het totaal ontbiekcn van methionine. Er was geen enke­
le aanduiding vooi methionine in het chromatogiam, noch voor me-
thioninesulfon. 
De analyse werd daarom herhaald waarbij di iemaal /oveel hydroly-
saat op de kolom werd gebracht. Ook nu was methionine niet aantoon­
baar. Met de gebinikte gevoeligheid van het analytische systeem betekent 
dit dat het meihioninegehalte ten hoogste 0,5 nmol/ml hydrolysaat 
bechoeg. 
63.2 Analyse nu voorafgaande oxydatie met permierenzuur 
Hel cysteïnegehalte werd als cysteïnczuur bepaald na vooi afgaande 
oxydatie \ a n het eiwit met permieren/uur . 0,5 mg van het geïsoleerde 
eiwit werd hiertoe opgelost in l ml 49% mieren/uur -)- 0,2 ml methanol. 
Hieiaan werd toegevoegd 2 ml van een op 0 С afgekoeld mengsel van 
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9,5 ml 99% mieienzuiir en 0,5 ml 30% H.,Oä dat van te voren 2 um 
bij 25 С had gereageeid. Na 1x/i uur weid het reactiemengsel steik ver­
d u n d en daarna gevriesdroogd. De dioogiest werd in een zo klein mo­
gelijk volume ON H C l opgenomen, 22 uur gehydrolyseerd en daarna 
geanalyseerd. Omgerekend op een/elfde hoe\eelheid eiwit als bij de nor­
male hydrolyse was gebruikt, weid 58 nmol/ml cysleïne/uur gevonden. 
Ook na oxydaiie mei pe imie ien/uur werd in het hydrolysaat geen spool 
methioninesulion gevonden. 
6.3.3 Spcclrofotometrische bepaling van tyrosine en tryplofaan 
Het tryptofaangehalte weid spettiofotometristh bepaald volgens Bene-
ze en Sthmid (1957). Met deze methode kan uil het UV absorptie-
spet t ium van een eiwit, opgelost in 0,1 N N a O H , de veihouding tussen 
het iiyptohian- en tyiosinegehalie worden bepaald. In hel alkalische mi-
lieu zijn alle lenolische O H groepen geïoniseeid. In het absorpliespec-
tium, gekaiakteriseerd door de absoiptiemaxima van tyiosine ( ± 280 
nm) en van tiyptolaan ( ± 290 nm) woult een raaklijn aan deze toppen 
getrokken. Uit de helling van deze lijn en de extintt iewaarde van de 
hoogste van beide maxima (E|II1N) kan de (ontentra l ieveihouding tussen 
beide aminozuren worden beiekend. Hieibij woult gebiuik gemaakt 
(Л /і;.).к)з 
van de relatie die bestaat tussen S, gedelinieeid als - - - - en R, 
de molaire veihouding tussen tyiosine en tiyptofaan. Met mengsels van 
0,1 molaire oplossingen van tyrosine en tiyptolaan in 0,1 N N a O H kan 
deze corielalie gralisth woiden \astgelegd. Aangenomen woult, dat de 
invloed van Jen^lalanine op de meting verwaarloosbaar is en dat de ge­
linge verschuiving van de beide absoiptiemaxima naai langete gollleng-
ten, die optrcedi t.g.v. de inbouw van de/e beide aminozuren in eiwit, 
de helling van de zo even besproken ι aaklijn niet verandert. 
Voor de methode van Bencze en Schmid werd door Hoenders (1965) 
een „precision" van 5 % opgegeven (2x SD) bij een molaire verhouding 
tyrosine-tryptofaan tussen 0,8 en 2,2. Over de juistheid („atuiracy") 
kon hij geen uitspraak doen. 
Bentze en Schmid vonden een oveieenstemming binnen 5 % voor hel 
tyiosinegehalie van orosomucoid bepaald volgens h u n methode en met 
twee chemische methoden. 
0,42 mg \an het uit gedestilleerd water gewiesdroogd eiwit werd in 
1 ml 0,1 N N a O H opgelost. Het UV absoiptiespettrum werd geregis­
treerd met een Zeiss R P Q 20 spectiofotometer. De gebruikte lichtweg 
was 20 mm. Er weiden \ijf registraties gemaakt. Fig. 38. 
De molaiie \erhouding lussen tyiosine en tryptolaan in SC] weid be­
paald op 1,12 ± 0,02. Tabel 11. 
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Extinctie 
1,30 
320 510 500 290 280 270 пш 
max. 
Figuur 38. Absorptiespectrum van een 
oplossing van vrije SC in 0,1 N NaOH 
(0,42 mg/ml). 
Tabel 11. Bepaling van de molaire verhouding lussen tyrosine en trvptofaan in vrije SC, 
volgens Bencze en Schmid. Het spectrum werd in vijfvoud geregistreerd. 
max. nm 
283 
283 
283 
283 
282,5 
max 
0,642 
0,643 
0,044 
0,649 
0,643 
Ε/Δλ^ΙΟ 3 
- 0,87 
-0,90 
- 1.00 
-1,06 
-1,22 
S 
-1,35 
- 1 10 
- 1,55 
-1,63 
-1,91 
tyr/try 
1,14 
1,13 
1,12 
1.11 
1,09 
R = 
0,02 ( 
1,12 ± 
1 χ SD) 
6.3.4 Bespreking van de resultaten 
De volledige aminozuursamenstell ing van het vrije SC is vermeld in 
tabel 12. De enige ons bekende literatuuropgave, afkomstig van Tornasi 
en Bienenstock (1968) is eveneens in deze tabel opgenomen. 
Er zijn vrij grote verschillen tussen onze resultaten en die van Tornasi. 
Opmerkelijk is vooral het hoge methioninegehalte dat door deze auteur 
nadrukkelijk wordt opgegeven, terwijl wij dit aminozuur niet konden 
aantonen. Hierbij valt o p te merken dat in dezelfde publicatie voor 7 S 
serum IgA een methioninegehalte van 0,7 m o l % wordt opgegeven ter-
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wijl in colostrum IgA 0,6 m o l % werd gevonden. Dit is niet in overeenstem­
ming met een methioninegehalte лап SC van 1,4 m o l % . Uit Tomasi 's 
eigen gegevens voor serum IgA en voor SC /ou vooi hel methioninegehalte 
van colostrum IgA 0,95 m o l % resulteren. Het lijkt niet onwaaischijnlijk 
dat zijn prepaiaat veronticinigd is geweest met biokstukkcn van exociien 
IgA met een relatief hoog methioninegehalte, die tijdens de reductie 
/ijn ontstaan. Het methioninegehalte in ons preparaat is zeker kleinci 
dan 0,06 m o l % . Aangezien het niet mogelijk is gebleken het vrije SC ¡n 
kleinere eenheden te splitsen, /ells onder extreme omstandigheden van 
10 M ureum -f 0,15 M dilhioerythryiol (Halpern en Koshland, 1970) 
/ou hieruit voor vrije SC een berekend minimaal molecuulgewicht van 
224.000 volgen (1 mol methionine per mol eiwit). Het ontbreken van 
methionine in het SC molecuul is hieimee bewezen. Deze bevinding is 
bovendien een argument voor de zuiverheid van ons preparaat.* 
'label 12. De volledige anuno/uursamciistelling лап viije SC in mol/100 mol amino­
zuren. 
aspaiaginezuur 
threonine 
sei ine 
glutaminc7uiii 
proline 
ghcinc 
alanine 
valine 
methionine 
isolciKine 
leucine 
t\ rosine 
fcnylalaninc 
lysine 
hislidinc 
arginine 
cysteine 
irvptofaan 
Onze ι esultateli 
10,G 
5.9 
8,1 
10,3 
4,8 
9,4 
6,1 
8,1 
<0,06 
3,6 
8,7 
3fi 
3.1 
5.6 
0,9 
4,7 
3,5 
3,2 
Tornasi en Bienenstock (196Í 
7,6 
8,0 
9,2 
8,3 
6,6 
152 
5,7 
6,9 
1,4 
2,1 
8,3 
4,0 
4,7 
4,0 
1,4 
4,0 
2,4 
niet opgegeven 
* De ïccenl door Kobayashi (1971) gepubliceerde ainino/uursamenstelling \an \iije SC 
komt \iijwel oveieen met onze analyse. Hij vond eveneens geen methionine in het dooi 
hem geïsoleerde eiwit 
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6 .4 DE KOOLHYDRAATSAMENSTELLING VAN SC* 
Het vrije SC is een glycoproteïde. De PAS kleuring na celluloseace-
taat-elec iroforese is sterk positief. Fig. 39. De samenstelling van het kool-
hydraatgedeelte van het eiwit werd gaschromatografisch geanalyseerd. 
Figuur 39. Celluloseacetaat-electroferogram van de ge-
ïsoleerde vrije SC (30 mg/ml) vergeleken met ontvette, 
caseïnevrijgemaakte moedermelk (links) en NHS 
(reclus). Koolhydraatkleuring (PAS). 
6.4.1 De gaschromatografische analyse 
Aan de colorimetrische methode voor identificatie en kwantitatieve 
bepaling van monosaccharide!! in glycoproteïden zijn verschillende na-
delen verbonden. Dergelijke technieken zijn /eer bewerkelijk en ver-
gen eerst een kwalitatieve analyse dmv papierchromatografie na totale 
hydrolyse, waarna de eigenlijke bepalingen van 6-deoxyhexoses, neutrale 
hexoses, aminohexoses en sialine/uur volgen. Daarna moet de verhou-
ding tussen mannose en galactose en lussen glucosamine en galactosami-
ne nog bepaald worden. Elk van de/e stappen is tijdrovend en introdu-
ceert op onafhankelijke wijze fouten in de totale analyse. Bovendien is 
relatief veel materiaal nodig voor een volledige analyse (5-10 mg). 
De gaschromatografische analyse volgens Clamp e.a. (1967) en Bhatti 
e.a. (1970) duurt kort en is relatief eenvoudig. Ook is er slechts zeer 
weinig materiaal nodig voor een volledige identificatie en kwantise-
ring. De reproduceerbaarheid en nauwkeurigheid is beter dan 5% voor 
alle componenten. 
0,1 - 0,5 mg van het glycoproteïde wordt in een gesloten ampul onder 
N, met 2,5 ml N HCl in watervrije methanol gedurende 24 uur bij 
100°C verhit. Hierbij worden de methylglycosiden van de betreffende 
monosacchariden gevormd. Aan het monster wordt van te voren per mg 
eiwit 50 nmol mannitol, arabinitol en perseïtol toegevoegd als interne 
standaarden. Ze geven in het chromatogram enkelvoudige pieken die 
* We wish to express our thanks to Dr. J. R. Clamp horn Bristol University for his 
helpfulness in this part of our stud). 
V ·» 
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goed gescheiden zijn van alle andcie. Na de meihanolyse woult geneulra-
liseeul door toevoeging van vast Ag.,CX)3. Aangezien tijdens de metha-
nolysc de N-acelylgioepen gedeeltelijk worden gesplitst, worden de vrije 
NH2-groepen gereacelyleeul met azijnzutuanhydiide (0,05 ml) gedu-
ïende G uur bij kamertemperati i in. Het neeislag wordt atgecenliiiugeeid 
en diiemaal uitgewassen met 0,25 ml methanol. De ver/amelde stipei-
natantia worden ondei io ta t ie \euIamping bij 35 С drooggedampt. Hiei-
na woult 12 u u r in vacuo boven Ρ.,Ο. gedioogd. l i e t dioge matei iaal 
wordt gedurende 20 minuten getiimethylsilyleerd met een mengsel \an 
pyridine - l i imelhvlsi lykhloiide - hexamethylsila/ane 5 : 1 : 1 (0,05 - 0,1 
ml). Nadat het ge\oimde zout is uitgezakt woult 1 id van de boven­
staande \loeistol op de kolom gebiacht. 
Gebuiikie gasthiomatogiaal : F en M model 400 
Vlamionisaliedetecloi 
(Mazen kolom: (i lt χ 1/8 inch, U-\oimig, behandeld met trimeihylsilyl-
thloi ide 
Diageigas: N., 50 ml/min. 
Dragei matei iaal: Diaiopoil-S (80-100 mesh) 
Belading: 3,8" 0 s i l i tonrubbcr SE-30 
Temperai i iurgradicnt : 140 - 20()°C; 0,5°/т>ч· 
De beschreven omstandigheden van methanolyse, at et) lei ing en si-
v ier ing zijn optimaal (Clamp е.a., 1971). Fucose, mannose, galactose, 
N-aceiylglucosamine en N-aceiylgalactosamine ge\en elk twee ol diie 
pieken. De kleinste piek is waai schijnlijk alkomsiig van een van de fuia-
noide vormen, de beide andeien van de α en β \orm van de pvianoïde 
sii ut tuin. De slandaaulen aiabinitol , mannitol en perseïtol geven even-
als N-atetylneuiamineziiui één piek. Alle glycosiden woiden met deze 
methode haai ges(heiden. Fig. 40. De totale oppei \ lakte van alle pie-
ken behoiende bij elke component woult gedeeld dooi die \ an de intei-
ne sLandaaid. De/c oppe i \ l ak te \e ihouding woult gebiuikt \ooi de be-
rekening \an de hoeveelheid monosacchaiide met behulp \ a n een ïela-
lieve ïesponselattoi die van te voien bepaald is met standaardmengsels 
\ an ïnonosatchaiiden en daaiaan toegevoegde interne slandaaulen. 
6 f.2 Bespreking van de resultaten 
De resultaten \ a n de gasthiomatogial is the analyse staan vernield in 
label 13. 
Over het koolhydiaatgedeclie van SC is door Tornasi (1970) alleen 
meegedeeld dat de totale hoeveelheid hexosen 9,5% bedraagt. Tornasi 
bepaalde echter de hexosen - zonder chroma togi a lische controle — 
op aspecitieke wijze met de anihionmeihode volgens Mokiasch (1954). 
Bij de isolering van SC weid door áe/e auteur zctmeeleleclrolorese, 
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Tabel 13. De lesullaten van de gaschromatogiafische analyse van het koolh)diaat-
gedeelte van SC. · 
Gew. % KH I'iocentuclc Aantal KH residuen per 
ïesidiien bijdiagc mol vnje SC (M = G6.200) 
fueose 
niannosc 
galactose 
X-acel\lghuosamine 
X acetylgalactosamine 
X acel) lneui amincvuui 
totaal 
1,09 
2,16 
2,11 
3,5G 
niel aanloonbaa: 
2,68 
11,57 
9,4 
18,7 
18,2 
30,5 
-
23 2 
100 
8-9 
8-9 
11 
6 
39 
* De in het tliiomatogiam gevonden glucose wcul beschouwd als afkomstig te zíjn 
\ J I I ile bij de isoleiing gebiiukle diagciinaiciialcn 
DEAE- cellulosechromatogiafic en Sephaclex gelHltialie toegepast. Het 
is vrijwel uitgesloten om in een aldus ge/uiverd eiwit vciontreinigingcn 
met Polysacchariden, afkomstig van het dragermateriaal, te voorko-
men. Bij on/e analyses weid dan ook steeds een vaiiëiend gehalte aan 
glucose gevonden dal beschouwd werd als niet alkomslig te /ijn van het 
onderzochte glycopioleïde. Ook hel /eer hoge hexosegehalte van 7 S IgA 
(5%) en van colostrum IgA (6,2%) dal door Tornasi wordt opgegeven 
doet aan de juistheid van zijn bepalingen tu ij leien, l le imhurgei e.a. 
(19П4) genen voor het hexosegehalte van sei um IgA .'i,2% op, Daw­
son en Clamp (1968) 3,0%, Clamp en P u t n a m (1967) 2,6%, en Vaerman 
(1970) 3,4%,. 
Wij menen dan ook dat de bij on/e analyse veikregen lesultatcn als 
meer betrouwbaar moeten worden beschouwd.* 
* De iccent dooi kobavashi (1971) gcpiibhceculc koolhvdiaatsamonslelling \an vii|e 
SC komt ONCiecn met onze resultaten. Het dooi hem opgege\cn gehalte aan siahne-
7uur bedraagt echter slechts de hellt van onze waaide. Dit is mogelijk een gc\olg van 
verliezen tijdens ¿ijn isoleringspioceduie. 
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H O O F D S T U K 7 
DE RADIALE E N K E L G E L D I I T U S I E M E T H O D E (RID) 
7.1 INLI-.IDINC; 
De speciliciieit \ an de piecipitatieieactie lussen een anügeen en hel 
daartegen gelichte piecipiieiende aniiseium, verschaft in principe de 
mogelijkheid om in een mengsel van eiwitten selectie! een bepaalde com-
ponent kwaniiiatiel te bepalen. 
Voor de divci.se toepassingen van dit p i i iu ipe /ij ν ei wezen naai immu­
nologische handboeken. 
лп de tahijke methoden die /ijn beschievcn woull momenteel de 
ïadiale enkelgeldillusie methode (RID) het meest gebiuikt. Deze me-
thode is eenvoudig, gevoelig en is matig arbeidsintensiel. De benodigde 
hoeveelheid antigeen is zeei geling en het vcibruik aan kostbaai ol moei-
zaam veikicgen monospecifiek antisemiti is laag. 
In dit hooldstuk wolden achteieenvolgens behandeld: principe en uit-
werking van de methode, enkele technisch-analytische aspecten, de nauw-
keurigheid van de methode, de pioblematiek omtrent de absolute ijking, 
speciaal in het geval van IgA en tenslotte de voor de/e ijking noodzake-
lijke isolering van polyclonaal IgA uil semm en uit moedermelk. 
7.2 PRINClPr 
Wanneer een oplossing van een antigeen diffundeert in een agargel 
waai in zich een precipiterend antiserum bevindt, gericht legen het inge-
brachte antigeen, ontstaat een zich veiplaatsende precipitatielijn. Aan-
vankelijk zal het d iüundcrende anligcen zich bevinden in een overmaat 
antistof en hiermee een immunoprecipi taai voimen. Dooi de voortschiij-
dende dillusie neemt de antigeenconccntiatie echtei toe en wordt de 
concential ievcihouding lussen antigeen en antistof waaibij optimale pre-
cipitatie optreedt — de ecjuivalcntiezone — oveischreden. Het aanvan-
kelijk gevoimele neeislag veidwijnt dooi vorming van oplosbare antigcen-
antisiolconiplexen. Aan de antigeen kant van de piecipitatielijn lost het 
immunoprecipitaat op en aan de andere zijde piecipiteeit het verder dif-
fundeiende viije antigeen weei in de oveimaat antislof. De lijn zal zich 
verplaatsen lot dat een situatie is beieikt waaibij de antigeenconcentra-
tie zovei is algenonien dat de equivalentiezone niet meei vvoidt over-
schieden. 
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Wanneer de clilliisie van hel antigecn plaatsvindt vanuit een ciikel-
voimig puije, ontstaat een zich ui tbieidende piecipitaticiing. De dia-
meter Men an hangt onder meet af \ a n de concentiatie \ a n het dil lnn-
derende antigcen en van de antistofconcentratie in de agargel. In een 
svsteem met als enige vaiiabele de antigeenconcentralie is in piincipe de 
kwantitatieve bepaling hiervan mogelijk. Hieivan werd voor het eerst 
door Ouchierlony (1918) gebruik gemaakt voor de semikwantilatie\e be-
paling \ a n de toxineproductie door verschillende stammen \ a n diphthe-
ïicbacteriën. Mancini e.a. (1964; 1965) publiceerden een algemeen toe-
pasbaie methode vooi kwanti tdl ie\e bepaling \ a n antigenen met de ra-
diale enkelgeldillusie methode. In een dunne laag agargel, die een be-
paalde hoeveelheid van een monospecifiek precipileiend antiserum be-
vat, worden putjes geponst waai in nauwkeuiig gelijke volumina van de 
antigeenoplossingen worden gebiacht. Nadat de verschillende piecipi-
tatieringen hun maximale giootte hebben bereikt wolden de diamcleis 
(d) gemeten. De hoeveelheid antistot die binnen de l ing is veibiuikt 
/al ïechl evenredig zijn met liet oppeivlak van de cirkel en ook met de 
absolute hoeveelheid ingebracht antigeen. Bij nauwkeui ig gepipeiteeide 
volumina van de antigeenoplossing is dus een lineair velband te vei-
wachten tussen de antigeenconcentiatie en hel kwadraat van de ring-
diametei. Dit wordt experimenteel inderdaad gevonden, echter alleen 
onder de uitdiukkelijke conditie dat de gtootte van de ptecipitatiering 
de eindwaarde heeft bereikt. De hiervoor benodigde tijdsduur is alhan-
kelijk van aaid en concentratie van het antigeen en bediaagt 24 u m lot 
meer dan 96 un i . Fahey en McKclvcy (1965) laten het antigeen slechts 
koit (overnacht) diffunderen, ü n d e i de/e omstandigheden is hei systeem 
nog min ol meer een Ouclin systeem en /ij vinden een bepeikte l ineane 
relatie tussen ïingdiametei en de logaiitine van de antigeenconcentiatie. 
Hoewel de methode van Fahey en McKclvcy sneller is dan de Mancini-
methode, geven wij de voorkeui aan de laatste. N'iet alleen /ijn de pie-
cipitatieringen groter waardoor de metingen nauwkeuiiger /ijn, maar 
vooral de strikt lineaire relatie lussen d2 en de antigeenconcentiatie 
maken de Mancinimethode bet iouwbaaider . Een andei voordeel is dat 
de eindwaaule van d onafhankelijk is van de omgevingslemperatuui. 
Velschillen in diffusiesnelhcid beïnvloeden het eindresultaat blijkbaar 
niet. 
De gevoeligheid van cle methode wordt ν ooi al bepaald dooi de anti-
slofconcentratic in de plaat. Hoe sieiker hel anliseium wordt veidund, 
des te gioler worden bij een bepaalde antigeenconcentiatie de precipi-
latieringen. De piecipitatie woidt dan echtei /wakker, wal hei alle/en 
bemoeilijkt. De optimale omstandigheden moeten empirisch wolden vast­
gesteld. Zeei /wakke piecipitatiei ingen kunnen duidelijker worden /ichi-
baar gemaakt door de plaat, na alloop van de dillusietijd, te bedekken 
met een 4 % looi/uur oplossing (Simmons, 1971). Wij hebben zelf zeer 
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gunstige ervaringen met deze methode, vooral wanneer de hoeveelheid 
antiserum in de plaat gering is. Mancini kleurde de platen na uitwas-
sen met amidozwart. Dit is echter een tijdrovende procedure (4 à 5 
dagen). Door Rowe (1969) werd een variant op de oorspronkelijke me-
thode ontwikkeld met een zestigmaal hogere gevoeligheid. Hij gebruik-
te een zeer sterk verdund antiserum en bedekte na afloop van de diffu-
sie de — zorgvuldig uitgewassen — platen met radioactief 1 3 lJ gemerk-
te antistoffen gericht tegen de Immunoglobulinen van het primaire an-
tiserum. De precipitatieringen werden daarna zichtbaar gemaakt door 
middel van autoradiografie. De extreme gevoeligheid ( ± 50 ng/ml) 
van deze zeer bewerkelijke methode was voor ons onderzoek niet nodig. 
Bij lage antigeenconcentraties concentreerden wij het monster ongeveer 
tienmaal (zie hoofdstuk 8). 
7.3 DE EIGEN METHODE 
De oorspronkelijke werkwijze van Mancini werd door ons vereenvou-
digd (van Munster en Stoelinga, 1965). Wij voeren de bepaling uit in 
gewijzigde Petrischalen (diameter 9 cm). De bodem van de plaat wordt 
afgezaagd en de ontstane glasring op een vlakke glasplaat van ± 2 mm 
dikte gelijmd. Fig. 41. Door het gebruik van deze schalen kan eenvoudig 
een agarlaag van nauwkeurig constante dikte worden gegoten. De deksel 
van de petrischaal sluit voldoende af om uitdroging van de agargel te 
voorkomen. Hierdoor is het niet nodig de plaat met olie te bedekken. 
Figuur 41. Perspex mal mei ponsje, alleesloupe, gewijzigde petrischaal eu micro-
literspuit, gebruikt voor de radiale immunodilfusie methode. 
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De 25 uiitigeenpiiijes (diameter 2,5 mm) wolden in de agaigel gemaakt 
met behulp van een ponsje en een peispex mal лап 10 m m dikte. De uit-
geponste agar wordt vooi/ichiig veiwijdeid. Het antigeen woult in de 
putjes gebiacht met een Hamil ton spuit 701 N. Mancini evalueeule de 
pieripitat ier ingen na lotograleien van de plaat, door u i tknippen en 
weging \an de papieroppei л lakken. Hoewel de/c methode nauwkeiuig 
is, ook bij niet perfect ronde ï ingen, is /e /eer bewetkeiijk. Wij meten 
de ringen reclusaeeks met een /слептааі vergrotende Bausch en Lomb 
meetloupe (1 schaaldeel is 0,1 min). 
Vooischiilt: 
Een 3 % oplossing лап Dilco Noble agai in \eioual bidlei (pH 8,fi 
ioncnsteikie 0,03) woult in hoeveelheden \an 9 ml in \ o o n a a d gehou­
den. Aan de bij fi() С gesmollen agai woidt het aniiseium toege\oegd 
(0,1 - 1,0 ml, alhankclijk \an de antistoliitei). Na лооі/ichiig mengen 
woult de agar direct uitgegoten in de op fiO С v o o n ei warmde schaal, 
die op een met waterpas gecontiolcerd tafelblad is geplaatst. Nadat de 
agar gestold is woult gecondoleerd of het oppei\ lak spiegclglad is. 
Vervolgens woulen de 25 gaatjes geponst, de uitgeponste agai wordt 
vooi/ichtig wegge/ogen met een pasteuise pipet en in de ontstane putjes 
woult 4,00 »I van de antigecnoplossingen gebracht. O p elke plaat woult 
in duplo naast de onbekende monsters een verdunningsreeks van een 
standaauloplossing inge/et (5 punten). Nadat de antigeenoplossing in 
de agai is getrokken woulen de platen omgekeeid. Hierdoor wordt vooi-
komen dat bij snelle daling u n de omgevingstemperatuur ('s nachts) 
condensvoiiiiing in de deksel opiieedt. Na de veieistc dillusietijd (24 
uur tot 90 uni) wordt de plaat niet de meetloupe afgele/en. De gevon­
den ï ingdiameteis woulen gekwachateerd. Met behulp лап de op iedere 
plaat bepaalde ijkcuive worden de onbekende concentraties beiekend. 
7.4 Dl·' IJKLIJN 
7 AA I.incantai 
In o\eieenstemming met de gegevens van Mancini е.a. (1965) von­
den ook wij steeds een stiikt lineair velband tussen cl2 en de antigeen-
concentiaiie. Van 00 betekende ïegiessielijnen (/ie 7.4.2) weid de Peaison 
coiiclaticcoelficient betekend. De/e was nooit kleinei dan 0,998. De/e 
lineaiiicit woult vooi de hogere antigeenconcentraties pas bereikt na 
enkele dagen. De tijdsafhankelijkheid van een ijklijn voor de IgA bepa-
ling in sei um woidl in Fig. 42 afgebeeld. Zelfs na 96 uur heelt de giool-
ste precipitatici ing (cl = 8,1 mm) nog niet de definitieve diameter be-
reikt. 
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Figuur 42. Verband tussen de IgA concentratie en de gekwadra-
teerde diameters van de immunoprecipitatieringen, gemeten na di-
verse diffusietijden. 
7.4.2 De interceptwaardc 
" ' s 
De intereeptwaarde d20 van de geëxtrapoleerde ijklijn met de ordinaat 
blijkt in de praktijk binnen wijde grenzen te variëren. Bovendien blijkt 
d0 altijd groter te zijn dan op grond van de diameter van het antigeen 
putje (dp) verwacht zon worden. Deze bevinding werd door Mancini 
gesignaleerd en door Norberg (1967) en Kalif (1969) bevestigd. Over 
de variabiliteit van d() en over de afwijking van d. van de verwachte 
waarde dp stelden wij een nader onderzoek in. 
Er zijn aanwijzingen dat de waarde van d20 afhankelijk is van het ge-
bruikte antiserum (Kalff, 1969). Wij onderzochten dit voor verschillen-
de testsystemen die op ons laboratorium worden gebruikt. Van 60 ijkin-
gen (4 à 5 meetpunten per ijking) verkregen met 4 antigenen en 7 anti-
sera, werden met de kleinste kwadratenmethode de regressielijnen be-
rekend. De gevonden interceptwaarden zijn vermeld in tabel 14. 
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96 uur 
?2 „ 
48 „ 
24 „ 
16 ., 
label 14 IrHeiceptttaardci) (d20) met de ) as \an ijklijncn op RID platen \ooi 
dneise anligeen antiserum sistemen 
Vntigeen 
SC 
SC 
I g t . 
IgM 
I g \ 
I g * 
І В ^ 
\ n t i s e r u m 
konijn 4G 
konijn 38 
konijn 
konijn 
konijn 34 
konijn 36 
schaap S 
η 
8 
7 
lb 
10 
"ί 
8 
7 
d2„ 
0 1 
8 2 
0 0 
9,3 
10 () 
10 1 
11 0 
sn 
1 02 
0G9 
1 0'. 
0 79 
0 4 1 
0 8"» 
0,9G 
η = aantal v^aarncmingen 
(1'0 = gemiddelde waaide van het ïiilcirept 
v(x. - ~ ) ¿ SD = standaaiddcwalie л/ 
η — 1 
Pei proelclier definieren wi| nu een populat ie van alle mogeli |ke in 
teueptwaaulen (7 populaties) Uit elke populat ie woult een steekproef 
getiokken Getoetst woidt nu de hypothese dat de 7 populatie gemulelcl 
den aan elkaai gelijk 7ijn De/e toetsing woidt uitgevoeid met een enkel 
\oudige vai ïantie analyse Daarbij woidt aangenomen dat aan de vooi 
veiondti stellingen van de ν ai ïantie analyse is voldaan 
De hypothese woidt op giond van de stcekproeluitkomslcn veiworpen 
(p < 0,001) 
De uitkomsten van de populatie met betiekking tot het schapeanti 
serum geven een belangrijke bijdiage tot het veiwerpen van de hypo 
these Wanneei deze populatie uitkomsten buiten beschouwing worden 
gelaten en de vanant ie analyse woidt uitgevoeid met betiekking tot de 
lesteiende groepen, blijkt dat de overeenkomstige hypothese eveneens 
vciwoijDen moet worden (p < 0,001) 
Hieiui t mag geconcludeerd worden dat de gevonden waaiden vooi 
d-(| afhankelijk /ïjn van het gebruikte antiserum 
Vooi de diametei van het antigeenputje (dp) werd een gemiddelde 
waarde van 2,65 mm gevonden cl2,, = 7,0 mm2 (100 metingen) Wij vei 
ontleistelden nu dat de afwijking van d20 ten op/ichte van cl2,, veiklaard 
/ou kunnen woiden dooulat het snel di lfundeiende oploswatei van het 
ingebiachte antigeen het antiseium in de plaat lokaal verdunt De pre 
tijjilatienngen /uilen hieidoor grotei vvoiden De invloed van d u vei 
dunningsellect weid als volgt nagegaan 
Van een ïecks van vier i jkpunten (20, 40, 60 en 80% van het labo 
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ratoriiimsiandaardseriim) werd het normale \oh imè van 4,00 ¡d in een 
anti-α antiserum be\attende R I D plaat gepipeiteerd. De/eltde ïecks werd 
inge/et nadat van te voren respectievelijk 4, 8, 12 en 16 /A P15Z in de 
putjes was gebiacht. Het antiseium weid daardooi in toenemende mate 
lokaal veidnnd, terwijl het volume van de ingebrachte hoeveelheid anti-
geenoplossing niet \eranderde. Na 72 uur werd de plaat algelc/en. De 
waarden voor d- blijken lineaii toe te nemen met het totale watervolumc 
dat vanuit hel antigeenputje in de agar is gedilfundeeid. Fig. 43 a, b, с, 
en d. De regressielijnen werden met de kleinste kwadraienmethode be-
lekend. De gevonden intercepten met de y-as îepresenteien de waarden 
van d2 voor de hypothetische situatie waarbij het antigeen zonder op-
losmiddel in de plaat /ou /ijn gebracht. Uit de/e getallen weid nu de 
regressielijn berekend díe het vciband aangeeft tussen de antigeencon-
centratie en de berekende waarden voor d2 waai bij л ooi het verdun-
ningselfect is gecoirigeeid. Fig. 43 e. De inteiceptwaardc van de/e lijn 
met de y-as, die de waarde voor d2() aangeeft indien het antiseium niet 
lokaal /ou /ijn veidnnd, bedroeg 7,2 m m 2 . Dit getal komt vrijwel over­
een met de gemiddelde waarde лап d 2 p die л ooi de beu ellende plaat 
7,0 m m 2 bedroeg. 
De alwijking van d2 ( ) ten op/ichte лап d 2 p woidl veiklaard door de 
lokale ve idunning van het antiserum, verooi /aakt door het oploswater 
van het ingebiachte antigeen. 
7.5 INVI.OFD VAN ΛΜ)ΓΚ1·. FIWITIFN 
O m na te gaan of de grootte van de precipilatieringen beïnvloed 
wordt dooi' aanwe/igheid van eiwitten die in de plaat niet ïeageren, 
werd een oplossing van ± 20 m g / m l ge/uiveid JgA tienmaal veidnnd 
met PBZ en met oplossingen van /uiver albumine die respectievelijk 10. 
20, 50 en 100 m g / m l bevatten. Na 72 uur was ei geen veischil in ring-
diameters vast ie stellen. 
Dil bevestigt on/e \roegerc waarneming (van Munster en Sloelinga, 
1965), waarbij verschillende hoeveelheden /uiver polyclonaal IgA, clie 
aan navelstiengseruin waren toege\oegd, volledig л егсіеп lei ugge vonden. 
Ditzelfde geldt \olgens Kali f (1969) ook \oor IgG en IgM. Voor IgA 
\ond de/e auteur echter geen volledige „іесолсгу" als dit aan serum 
werd toege\oegd. Hij schicef dit toe aan een mogelijke complcwoiming 
\an IgA met a lbumine (Ballieux, 1963; Mannik, 1967). Jn het door 
ons gebiuikie sxsteem konden wij de/e waarneming echtei niet beves­
tigen. 
De eindwaaide van de ringdiamelers is blijkbaar onafhankelijk \an de 
\iscositeit \an de oplossing en \an de aanwe/igheid лап andeic envinen 
in hoge concentratie. 
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Figuren 43a, b, с en d. Verband tussen de g e k w a d r a t e c r d e r ingdia-
meters en de hoeveelheid water w a a r i n het ant igeen (IgA) in de 
R I D - p l a a t (ant i-α) werd g e b r a c h t . D e IgA concentrat ies bedroegen 
respectievelijk 20, 40, 00 en 80 % van die van het s t a n d a a r d s e r u m . 
U i t de diverse n a a r n u l geëx t rapo lee rde d ä -waarden (ant igeen zonder 
oploswater) werd de curve, afgebeeld in fig. 43e, samengesteld. 
De geéx t rapo lee ide waarde (d 0 ) 2 is nu gelijk aan de verwachte 
waarde (dp) -. 103 
7.6 ¡WUWkH'RIGHEID VAN DK METHODE 
Deze wordt be ïmloed door diverse fartoien, te weten: 
De alleesnauwkeuiigheid \ an de ringdiameters. 
De unifoimiteit \ a n de putjes. 
De homogeniteit van de agailaag wal beitelt dikie en cle verdeling van 
het antiserum. 
De nauwkeuiigheid \ a n het pipetteren. 
De nauwkeuiigheid waarmee de \e rdunningen zijn gemaakt. 
De stabiliteit en de bet iouwbaaiheid лап het gebiuikte sUindaardseium. 
7.6.1 Aflcc\naiiwkctniglici(l 
A priori /ou men л erwachten dat de absolute aOcesfoutcn gelijk blij­
ven voor verschillende giooiten van ringdiameter. In dat geval /al de 
relatieve alleesnauwkeuiigheid toenemen vooi groteie waaiden van d. 
Andei/ijds is het mogelijk dat door toenemende onscheipte en door 
afwijkingen \an de 7iii\eic ciikelvorm de absolute alleeslouten toenemen 
bij gioteic ïingdinmeters. De relatieve alleesnauwkeuiigheid /ou dan 
gelijk kunnen blijven ol /elfs afnemen. Dit werd als volgt nagegaan. 
De aniigeenpuljes werden genummerd van 1 lot en mei 24. Tien 
platen weiden tweemaal afgele/en. Fenmaal in de volgoide 1 lot 24 en 
een uni later in omgekeerde richting. Lén analyste las al, een tweede 
noteeide /onder commentaar. 
De gemiddelden van de gemeten duplowaarden werden naar grootte 
gerangschikt en vervolgens in I groepen ingedeeld met i = 1, 2 . . . 1. 
Tabel 15. Het klassemidden \ a n de i° gioep wordt aangegeven door M,. 
Wij veiondeistellen dat de theoretische vaiinntie van alle metingen van 
een grootheid uit g ioep i voor alle grootheden uit die gioep een/elldc 
waarde o,2 be/it. _' wordt gedefinieerd als de theoretische \ariatie-
M, ft 
coëlticiént behorende bij de i<· groep. 
Getoetst weid nu de hvpoihesc H„: J = 2-
Л
 ° M, м 2 — • · M, 
Het absolute verschil tussen twee duplowaarden wordt aangegeven 
mei d, j , waai bij de index j betrekking heelt op de gemeten grootheid. 
De uitkomsten x/2 d"
2
, j /ijn nu schattingen voor я2,. Vooi hel toetsen van 
H ( ) wolden de uitkomsten '
J
 voor de verschillende gioepen met 
elkaar vei geleken met b e h u l p van de toets van Kruskal-Wallis. 
Hei blijkt dat wij homogeniteit van de variatiecoëflicienten niet mo-
gen verwerpen (p = 0,12). Met andere woorden: 
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Tabel 1."). Standaaiddc\iatie (S) cu \aiiaticcocf[icienten (V ) lau ile waaiden \an 
ïingdiaincteis лап \ ci schillende gioolle, \ciooizaakt dooi aflecsfoulcn. 
(>ioep i (d in m m ) M 
3,5-1.0 
1,0-4,.") 
4,-)-'),0 
.5,0-5,5 
5,5-0.0 
() 0-(i,j 
6,5-7,0 
7,0-7,3 
7,5-8,0 
8,0-8,5 
3,75 
4 25 
4,7.5 
5,25 
5,7.5 
6.25 
6,73 
7,25 
7.7.5 
8 25 
Een v e r a n d a ing van de ïelatieve aflcesnauwkeurigheid bij ringdia-
meleis tussen 3,5 en 8,5 mm is niet aantoonbaai . 
Wij gaan ei daarom van uit dat ei een theoielische лагіаііеюёПісіёіи 
V bestaat die vooi alle gioepcn de/elfde is. Wij /oeken een goede schat­
ting vooi V. Gaan wij het gewogen gemiddelde van V2¡ beiekenen met 
gewichten die evemedig 7ijn met η, en waai van de som 1 bedraagt, dan 
krijgen wij een goede schatter voor V"2. 
De vaiiatiecoèllicicnt met betrekkng tot de ι ingdiameteis geven wij 
aan met V(d); die met betrekking tot de kwadiaten van de ringdiame-
ters met V(d*). Voor V(d) < 1 geldt dal V(d*) = 2 χ V(d). Voor V(d) 
werd een waarde ge\onden van 0,5%. 
De \ariatiecoëlliciént met betrekking tol de uitkomsten van concen-
ti atiebepalingen, tengevolge van aflees fouten, is dus 2 X 0,5 = 1% in 
een meetgebied tussen 3,5 en 8,5 mm. 
7.6.2 Reproduceerbaarheid op één plaat 
De/e hangt al van de eerste vier onder 7.G genoemde factoren. Om 
hierover een objectieve informatie te kiijgen werden reeksen van duplo-
bepalingen inge/ct van uiteenlopende concentraties. In totaal weiden op 
9 pialen 106 duplobepalingen uitgevoerd. De duplo's werden op wille-
keurige plaatsen in de plaat gebracht. Hiervoor werd een loiingstabel 
gebruikt. De resultaten werden weer geiangschikt naar de grootte van 
de gemiddelde waarden en in gioepen ingedeeld. Tabe l 10. 
7 
10 
7 
4 
(i 
17 
21 
13 
6 
4 
0,01 Í) 
0,032 
0,023 
0,0.57 
0,032 
0,019 
0,024 
0,044 
0,029 
0,040 
0,51 
0,7.5 
0,19 
1,09 
0,5(5 
0,30 
0,36 
0,61 
0,37 
0,49 
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I alici lfi Sundaniddewatics (S) en \аплііссоі Ifiticnten (\ ) лап de «aaiden \ліх 
ringdiameters van velschillende grootle, bepaald uit duplobcpalingen op één plaat 
(«roep i 
3,3-4,0 
1,0-4,", 
4,5-5,0 
5,0-5,5 
5,5-G,0 
0,0-6,3 
(, 5-7,0 
7 0-7,5 
7,5-8,0 
(d in nun) MI 
3,75 
4,25 
1,75 
5,25 
5,75 
0.25 
6,75 
7,25 
7,75 
De resultaten weiden op dezellde wij/e statistisch bewerkt als bij 
7.6.1. Hierui t volgde: 
Een veiandeiing van de relatieve nauwkeurigheid \ a n bepalingen op 
één plaat in de meetgebieden <1 = 3,5 — 8,0 mm is niet aantoonbaai 
(p = 0,09). 
Voor V(d) weid een waaide gevonden лап 1,3%, dus geldt: V(d2) = 
2 χ V(d). 
De variaticcoefficicnt met betiekking tot de uitkomsten van roncen-
tiatiebcpalingen, bepaald uit duplobepal ingen op één plaat, bedraagt 
2,6%. 
7.6.3 Reproduceerbaarheid op verschillende dagen 
Practisch wordt op elke RID plaat naast de onbekende oplossingen 
een reeks van vijf verdunningen van een laboratoriumstandaaid inge-
zet (20, 40, 60, 80, 100%). De uiteindelijke bepalingsnauwkeurigheid 
wordt nu mede bepaald door de nauwkeurigheid waarmee de verdun-
ningsreeks is gemaakt en door de constantheid van het gebiuikte stan-
daardserum. Dit werd voor IgA als volgt nagegaan. 
Zes verschillende sera werden ieder over 5 buisjes verdeeld die bij 
-30°C werden bewaard. O p vijf achtereenvolgende dagen werd in elk 
van de 6 monsters het IgA-gehalte bepaald. O p elke plaat werd in duplo 
een verdünningsreeks van het gelyofyliseerde standaardserum ingezet. 
Hierbij werd voor elke plaat uitgegaan van een verschillende ampul van 
dit siandaardserum. Na 72 uu r werd afgelezen. De uitkomsten zijn naar 
10 
18 
18 
10 
17 
10 
5 
3 
5 
0,043 
0,038 
0,054 
0,067 
0,084 
0,123 
0,010 
0,156 
0,007 
1,15 
0,89 
1 14 
1,28 
1,46 
1,97 
0,24 
2,16 
1,25 
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twee e n t e n a ingedeeld en wel naat het meetgebied waarbinnen de 'vel­
schillende waarnemingen vielen en naar de dag waai op de meting werd 
\ e n i c h t Tabel 17. 
l a b e l 17 Standaatddewalies (S^ en vaiuticcocffiuenlen (V ) \an contenti alie-
bepalingcii \an Ig\ (mg/ml) in \crstliillende mcelgchietlcn bepaald op \erscbillende 
dagen met RIO. 
Sentili (ι) Meetgebied С onrentiat'c С, bepaald op dag (, S, V, % 
4 I-j 0 
". ()-") "> 
•) ")-G 0 
6,0-0 ι 
G 5-7 0 
7 0-7,") 
1 
0 70 
0 40 
0 94 
1 18 
1,34 
1 02 
2 
0,70 
0 42 
0,91 
1,18 
1 24 
1 ,->8 
3 
0 74 
0,90 
0 41 
1,22 
l,2(i 
1 70 
4 
0,72 
0 92 
1,02 
1 ld 
1 31 
1,50 
5 
058 
0 80 
0 91 
1 20 
1 28 
1 (И 
0.G9 
0 89 
0 90 
1 19 
1 29 
1 02 
0 003 
0,0")0 
0,030 
0 023 
0 040 
0,055 
9,1 
"i 7 
3 7 
1 9 
3 0 
3,4 
Eeist weid nu de hypothese getoetst dat ei homogeniteit \an de 
metingen bestaat met betrekking lot de \ijl dagen. H i e n o o i weid ge-
biuik gemaakt \an een lwee\oudige \aiiantie-analyse. 
O p giond \an de uitkomsten \an dc/e toets mag de \ci ondei stelde 
homogeniteit mei woiclcn \eiwoipen. (p = 0,10). Met andcie woorden: 
een dagimloed is niet aantoonbaai . 
Vei\olgens werd de hypothese getoetst dat de iheoielisene vaiiatie-
coellkientcn vooi de gioepen in de ondei se heiden meeigebieclen gelijk 
/i]ii. Hiervoor weid de uitschieteistoets van Dixon gebinikt. Het bleek 
niet mogelijk een uiischietci aan te tonen (p = 0,11). Met andcie wooi-
den: een \ ei schil in ïelatieve naiiwkeiuigheid \ a n de uitkomsten in de 
ondei scheiden mectgebieden (d = 4,0 - 7,5 mm) is niet aantoonbaai . Als 
gemiddelde vaiiaiietoeKicient weid gevonden 5" 0 . 
Conclusie: Bij de bepaling van IgA met RID weid geen daginvloed 
op de bcpalingsnauwkeuiigheid geconstateeid. De „oveiall" nauwkeurig-
heid was niet velschillend vooi een meetgebied met ringdiameterwaar-
den tussen 4,5 en 7,5 mm. De \a i ïaliecoellicient \ a n de gehele bepaling 
was 5 ° 0 
7.6Л Samenvatting 
De nauwkeurigheid \an de R I D methode weid geanalyseerd door 
achteieenvolgens de afleesnauwkeuiigheid, de reproduceerbaarheid op 
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één plaat en tie nauwkeurigheid van de volledige concentratiebepalingen 
op verschillende dagen na te gaan. 
De ïelatieve fouten bleken onafhankelijk te /ijn van de grootte van 
de ï ingdiamcter in een meetgebied van 4,5 - 7,5 mm. De bijdrage van de 
alleesfoiuen tot die in de concentratiebepaling was 1%. Pipeteerfouten, 
inhomogeniteit van de plaat en alleeslouten samen dioegen bij vooi 
2,6%· 
Vooi de vaiiatiecoelficient \ a n cle gehele R I D bepaling met IgA als 
lestsysteem weid 5 % gevonden. Een belangiijke bijdiage tot de totale 
fout woidt blijkbaai gele\erd door de onnauwkeurigheid van de ijklijn 
(inhomogeniteit \ an de standaardampullen, fouten bij het oplossen van 
het gevriesdroogde slandaardseium, lonten bij het maken \an de \ e i -
dunningen). 
Een \aiiatiecoëfliciént \ an 5 % is, ge/ien het grote aantal bewerkingen 
van de/e bepaling /eer bevredigend. Hierbij valt op te merken dat de 
nauwkeurigheid /eei steik samenhangt met de technische vaauligheid 
en de ervaiing van degene die de bepaling uitvoert. 
Hoewel wij de nauwkeurigheid \ an de bepaling van Mije SC niet op 
de/ellde manier controleerden, waren er geen redenen om aan te nemen 
dat cleze andeis /on /ijn. De scheipte van de precipitaticiingen was niet 
minder dan voor het IgA systeem. 
Alle kwantitatieve bepalingen die in dit pioefschrilt /ijn veimeld 
weiden beiekcnd uil piecipitatieiingen met een diameter tussen 4,0 en 
8,5 mm. 
7.7 Ul·. ABSOLU Th h l W U B F l ' A I INC M I T RU) 
7.7.1 Problematiek 
Hoewel met de R I D methode op eenvoudige wijze de concentiatie van 
een eiwit specifiek kan worden bepaald, geielateerd aan een willekeurige 
laboiatoriumslandaard, wordt men bij de absolute eiwitbepaling vooi 
bij/ondere pioblemen gesteld. 
O p de eerste plaats moet het betreflende eiwit in / u h ere vorm be-
schikbaar /ijn. De antigene stiiictuur mag tijdens de isolering niet ver-
anderen en liefst moeten \erschillende preparaten met elkaar \ergele-
ken worden. 
De gewichtshoe\eelheid лап ele ijksubstaniie moet dikwijls op inch­
i e d e wij/e woiden bepaald omdat лоог een rechtstreekse weging veelal 
te weinig materiaal \ o o i h a n d c n is. 
Een bij/ondere complicatie doet /ich voor bij de Immunoglobulinen. 
Van velschillende klassen van Immunoglobulinen /ijn meerdere subklas­
sen bekend en hieivan /ijn weei een gioot aantal genetisch bepaalde 
varianten beschreven. Het is daarom onjuist om de bepaling van immu-
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noglobulinen te ijken ten opzichte van een monoclonaal eiwit, of om 
antiseia te gebruiken die \erkrcgen zijn dooi immunisaiic met mono­
clonaal eiwit. Wanneer men er van uitgaat dat de immunoglobulinen-
samenstelling, wal beli eli het \ ooi komen van de Subklassen, per individu 
niet ol weinig verschilt en dat verschillen in allotype een ondeigeschikte 
ιοί spelen is absolute bepaling van Immunoglobulinen mogelijk. De 
ijking moet dan geschieden ten opzichte \an pohclonaal eiwit dat uit 
gemengd sei urn is geïsoleeid. Het gebiuikie ant iseium moet \e ik iegen 
zijn door immunisatic met polyclonaal eiwit. 
Een andere moeilijkheid ontstaat wanneer een bepaalde antigene struc-
tuur \oo ikomt in eiwitten mei een velschillend molecuulgewicht. Dit 
kan in de RID bepaling tot zeer giote tonten aanleiding ge\en. 
Door Fahcy en McKehey (1965) werd hieiop \oor het eerst gewezen. 
Zij loonden dii aan met de bepaling van type kappa-lichie-keien in 
marromoleculairc voim — gebonden aan IgM (M = ± 900.000) — en 
in de vi i je dimere vorm (λί = ± 40.000). De resultaten \an deze autcuis 
zijn zekei len dele te veiklaien dooi de dooi hen toegepaste koi ie eliI-
fusietijd. Maar ook wanneci gewacht woidt tot de t ingen h u n maximale 
grootte hebben beieikt, blijken gelijke gewichtshoeveelhcden 7 S scrum 
IgA en 11 S exocrien IgA verschillende ringdiameieis te geven. Tornasi 
en Bienenstock (1968) vonden bij de bepaling van cxociien IgA in 
speeksel veel lagere waarden indien 7S serum IgA in plaats van 11 S IgA 
als ijksubsiantie weid gebruikt. Ook li iandtzaeg e.a. (1970) wijzen op een 
dergelijk velschil. Theoretisch zouden bij voldoende lange dütusieiijd 
11 S en 7 S IgA eenzellde piecipitatiering moeten geven. Dat dit niet 
gebeult wordt waarschijnlijk veroorzaakt door \ei l ies ol door maskeiing 
van antigene deie iminanlen in het dimeie molecuul. 
7.7.2 Bepaling van de hoeveelheid eiwitsitbstanile 
De hoeveelheid substantie van een gezuiveid eiwit wordt het nauw-
keurigst bepaald door weging na diogen tot constant gewicht in vacuo 
boven I \ , 0 . bij 100 С van het tegen gedeslilleeid watci gedialysccide 
en clciaina gelyotyliseerdc mateiiaal . Wij beschikten niet over een vol­
doende hoeveelheid zuiver IgA en л ι ¡je SC voor een nauwkeuiige gia-
vimetiische bepaling. De hoeveelheid subsianiie weid tlaaiom bepaald 
uil de som van het pcpiide- en het koolhydraalgedeehe. Hoewel minclei 
exact dan de gewichtsanalyse is deze methode redelijk betrouwbaai . D u 
is al te leiden uit gegevens van Schnitze en Heiemans (1966) beli ellende 
17 seiuin gl)copioieiden, met een koolh)diaatgchalte variërend van 0,5 -
42,6% (gemiddeld 13,8%). Wij beickenden hiervan de som van hel a[-
zondeilijk bepaalde peptide- en koolhvchaalgehalle en vonden hiervooi 
een gemiddelde waarde van 100,0('C) (SD 2 ,3%; uiteiste waarden 96,4%, 
en 103,2%) van de giav ¡metrisch bepaalde waarde. 
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Voor liet koolhvdraatgehalte van sei um IgA, cxociicii IgA en vrije SC 
vonden wij respectievelijk 6,5%, 9,5%, en 11,<>% (van Munster e.a., 1972). 
Het peptidegehalle weid met de biureetieactie bepaald (Weichsel-
baum, 191(5) ten op/iclue van immunologisch /ui\er menselijk albumine, 
dat na droging tot constant gewicht een N'-gehalte van Ki,03% bevatte. 
7.7.3 De gebruikte laboraUmumstandaardeii 
O m d a t men vrijwel nooit o\er een voldoende hoeveelheid /uh ei eiwit 
beschikt om dit op elke R I D plaat als ijksubstantie te gebiuiken, woulcn 
de bepalingen geiclateeid aan een laboiatoi iumslandaard die zorgvuldig 
is geijkt met /oveel mogelijk verschillende /tiiveie eiwitpieparaten. 
Aan de laboratoi iuinslandaaid moet als eis woiden gesteld dal de 
immunologische activiteit van de bet ie l lende eiwitten niet ve iandeu bij 
langduiig bcwaien. Rowe e.a. (1970) vonden wat betrek de imnnino-
globulinen in de geviiesdioogde W H O standaaulsera geen meikbaie 
achteruitgang bij bcwaiing op -)-4 С geduiendc 371 dagen. Zij conclu­
d e d den hieui i t dat het materiaal bij -20°C bewaaul een vrijwel onbe-
peikte houdbaarheid heelt. 
De hoeveelheid dioog materiaal moet per ampul /eei constant /ijπ 
en moet ook weer in een constant volume woulen opgelost. 
De op ons laboratorium gebiuikte ampullen met gelyolvliseeide stan-
daardseium werden als volgt gemaakt. 
Een liter gemengd seuim waai m geen paiaproteïnen ν ooi kwamen 
weid bacterieviij gemaakt dooi Hltiatie door een Millipoic filter. Met 
een nauwkeuüg geijkte gla/en injectiespuit werd hiervan per ampul 
1,008 ml (vaiiaiiecoeflkicnt 0,12%) gepipetlecid. Voor en na hel viies-
drogen weiden 10 ampullen gewogen. De gewichtsalname bedroeg ge-
middeld 0,917 g (vaiiaiiecoëftkient 0,17%). De ampullen werden dicht 
gesmollen en bij -35 С bewaaul. Van 5 ampullen werd de inhoud weei 
in 1,000 ml gedestilleeul watci opgelost. Hieivan werden chie ν ei dun 
ningen in een anli-IgA («) plaat gebracht. Li weiden geen verschillen in 
ι ingdiametei s gevonden. 
De ampullen met het laboiatoi iumstandaaidse ium voldeden dus aan 
de gestelde eisen. 
Als laboiatoi iumslandaaid voor viije SC en vooi lactoleirine wei cl 
een tweede-piekpreparaat van moedermelk genomen. Het weid in am­
pullen bewaard bij - 3 5 C . Het gehalle aan beide eiwitten ν ei ándenle 
niet merkbaai geduicnde het ondei/oek. 
7.7.3.1 ijking van het standaardserum len op/ichte van serum IgA 
Van oplossingen van 7 verschillende zeei zuivere serum IgA piepara-
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ten (bereiding 7.8.1) werd het eiwitgehalte bepaald uit peptide- en kool-
hydtaatgehalle. De buuectbepal ing weid in duplo op velschillende 
dagen gedaan. Vooi hel koolhychaatgedcelte werd 6,5% betekend. O p 
afzonderlijke R I D platen werd in duplo naast een verdunningsieeks 
van het s tandaaidseium (20, 40, 60, 80, 100%) een/elfde reeks лап icdei 
\an de i jkpiepaiatcn inge/et. Na 72 uut werden de platen algelc/en. 
Voor beide ïceksen werd de regicssiclijn berekend. Uil de hellingsvei-
houding tussen de beide ïegiessielijnen weid nu hel IgA gehalle van hel 
siandaardsciuin berekend ten opzichte van iedei \ a n de pieparaten. 
Hel gemiddelde gehalic aan sei um IgA bedroeg 2,20 m g / m l (SD van 
het gemiddelde 0,05 mg/ml) . 
7.7.3.2 ijking \ an hel s tandaaidseium ten opzichte лап exociien IgA 
Dil gebeulde op dezellde wijze als \oor serum IgA (7.7.3.1). Vooi hel 
koolhydiaatgehalte weid 9,5% beickend. De pialen weiden na mini­
maal 96 um algcle/en. Ei weiden diie preparaten gebiuikt van exociien 
IgA dal uit moedei melk was geïsoleeid (beieiding 7.8.2). 
Ten ojv.ichle van exocrien IgA werd vooi het IgA gehalle \ a n hel 
s tandaaidseium gemiddeld 6,9 mg /ml gevonden (SD \an het gemid-
delde 0,37 mg/ml) . 
Een bepaalde gewichishocveelheid seiuin IgA geeft in de R1D plaat 
dus een piccipilalieiing met een 3,13 χ zo groot oppeivlak als eenzellde 
gewichtshoeveelheid exocrien IgA ! 
Tornasi en Bienenstock (1968) vonden hieivooi een lac loi 3,30. Hrandi-
zaeg e.a. (1970) gc\en een gemiddelde lacioi \an 3,25. Ondanks -vel­
schillen in de gebiuikte isoleringsmeihoclen is er dus een treilende 
oveieenkomst in de resultaten. 
7.7.3.3 ijking \an de moedeimclkstandaaid ten opzichte van \rije SC 
Dil gebeurde op de manier zoals ondei 7.7.3.1 werd beschienen. Vooi 
het koolhydraatgedeclte weid 11,6% beiekend. Het gebiuikte antiseium 
was specilick voor vrije S C Anii-SC (i.p.) ant iseium werd hiei\oor ge-
absoi beerei met geïsoleerd exociien IgA. Er weid geijkt ten opzichte \ an 
twee preparaten \ an \iije SC (bereiding: hooldsuik 5) . 
Hel gehalte aan viije SC van de slandaaid bedroeg ïespectievelijk 1,17 
en 1,26, gemiddeld 1,21 m g / m l . 
7 .8 ÏSOI.I-RINC, VAN Hl· I VOOR 1)1 IJMM; GlHKUIMI' IgA 
7.8.1 Scrum IgA 
De isolering van IgA uit seium weid vooi het eerst beschieven dooi 
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Heiemans е.a. (1959). De belangiijksie stap in h u n piocediire is de bijna 
specüieke pretipitat ie van lgG met Z i rkonen , die aanvankelijk bij pH 
8,(i weid uitgevoerd. In een latere publicatie (Heremans e.a. 1962) weid 
een pH van 0,8 aanbevolen. Voor een o\e i / icht van de diveisc isole-
ïingsmethoden van polyclonaal I g \ uil sellini zij \ e iwe/en naai de dis-
sel tatie van Vaeiman (Leuven, 1970). 
IgA werd dooi ons geïsoleeid uil gemengd serum o£ plasma лап ge­
zonde personen ol van patiënten die geen parapioteïnaemie hebben 
(\an Munster en Stoelinga, 1965). Het IgG wordi met de Zn-methode 
van Heremans \ ei wijdei d. Na (NH4) . ,Sü4 piecipitatie en oni /out ing 
over Sephadex G 25 wordt door di iomatogial ie over DEAE-Sephadex 
en geüil t iat ie over Sephadex G 200 hel IgA geïsoleerd (/ie schema bl/. 
11 1 en 115). De gelide isoleringspioteduie d u m i 5 lot 7 dagen. 
De opbrengst van de methode is /eei geling (1 à 2"i0). Per ( hai ge 
van 250 ml sei um woidt 3-10 mg IgA ν ei kregen. Het grootste verlies 
tieedt op bij de d u o m a t o g i a l i e ovei DEAE-Sephadex. Een л ooi beeld 
\an de opbiengsl van de velschillende slappen slaat vermeld in tabel 18. 
1 abel IB Opbicngst van clc velschillende /iiivciiiigssiappen bij de ïsolcimg van 
Ig \ uit sei um. 
Vooi behande l ing : 
mengsel um 
l i l t iaa t 1 
rcn t i i fugaa l 
Na G 21 
Na \ -)0 
Na G 200 
Klui t (mg) 
1 -)800 
32Г» 
l!).-> 
4,2 
I g V ( m g ) 
->70 
]<)ü 
101 
OH 
7 "> 
•\:> 
Rel. 
7u i \ e ihe id "'D 
3,(i 
21 
39 
100 
Opl 
pei 
bi engst 
s lap % 
33 
j " ) 
C5 
11 
")(» 
Opbi engst 
totaal "'„ 
33 
18,5 
12 
1,3 
0.73 
Om de opbrengst te vcigroien en om de tijdrovende chromatografische 
procedure te vermijden werd in een later stadium van het onderzoek 
het IgA rechtstreeks uit hel voorbeliandelde serum geïsoleeid met een 
specifiek anti-α immunoadsorbens. 
Uit 20 ml anti-IgA anliseium (/ie 7.8.1.1 lig. 49), weiden de anti-
stollen tegen de lichte ketens veiwijderd door adsorptie aan ± 100 mg 
van een aan Sephadex 4 R gekoppeld IgA-viij gammaglobulinenpiepa-
raat. Dit werd verkiegen dooi Na.,S0 4 piecipitatie (/.ie 1.8) van 30 ml 
navclstrengserum. Van hel monospecilieke a n t i « antiseium werd een 
gammaglobul inenprepaiaat gemaakt, dat door polymeiisalie lesamen 
met een gelijk volume van een oplossing van menselijk serumalbumine 
(50 mg/ml) onoplosbaar weid gemaakt (zie 4.2). 
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± 50 mg eiwit ( = ± IO m A IgA) van het \oorbehandelcle serum werd 
aan dit immunoadsoibens toegevoegd. Na uitwassen en / m e ehitie weid 
2 à 8 mg immunochemisch zuiver IgA verkregen. 
Het a n t i « immunoadsorbens werd /esmaal gebiuikt, waai bij een ge-
linge achtet uitgang in capaciteit weid geconstateerd. In RID platen 
ontstonden met deze pi epurateti echter kleinere piecipitaiiecirkels dan 
op grond van het eiwitgehalte vet wacht weid. Zeei waai .schijnlijk is het 
IgA tijdens de zure elulie gedenaiuieeid of geaggrcgeeul. Hoewel de 
methode aantrekkelijk is, moet voor de bereiding \ a n nat ie \e IgA pre-
paraten de vooikeur wolden gege\en aan de chiomaiografische methode. 
Voor analytisch-chemisch ondei/oek — vooial als er weinig materiaal 
beschikbaar is — is de methode echter goed biuikbaar. De door ons toe-
gepaste pioceduie \ooi de isolating \ап IgA uit gemengd sei urn is in het 
ondeistaande schema samenge\at. 
7.8.1.1 Z u h e i h e i d van hel geisoleeide sellini IgA 
Het geïsoleerde eiwit was homogeen bij immunoelectroloretisch on-
derzoek tegen AHS in concenti atic.s tot 10 mg /ml . Fig. 44. 
Met polyacrylamidcgel-elcctiolorese (80 μξ) weid de typische diffuse 
band van polyclonaal Immunoglobuline gevonden. Fig. 45. 
In de ultraceniriluge weid naast de hoofdcomponent met een s.,,,,, 
van O à 7 ook sieeds een component gevonden met een sJ().„ van 8 à 9 
Fig. 4(5. Deze zwaardere hact ie is het climeei van IgA dat in gezuiveide 
preparaten steeds wordt aangeiioflen. Door Vaerman (1970) weid aange-
toond dat deze \ o i m teeds in serum voorkomt en dat het niet alleen 
een aggiegatieproduct be t rek dal lijdens de isoleiing is ontstaan. 
Wanneer konijnen weiden geïmmuniseerd met I mg van het gezui-
\erde eiwit werden steeds antisera verkregen met uitsluitend antistoffen 
gericht legen a-ketens en legen de lichte ketens van Immunoglobulinen. 
Fig. 47. 
7.H.2 Exocrien IgA 
Hiervoor werd uitgegaan \ a n gec om entícenle moedeimelkwei (±L 30 
mg eiwit/ml). Vijf ml hieixan weid op een Sephadex G 200 kolom 
(100 χ 2,5 cm) gefrattioneerd. De fracties van de eerste elutiepiek 
weiden \erzameld en geconceniieeid. ± 200 mg eerste piekeiwitniatc-
ïiaal werd op een DEAE-Sephadex kolom (40 χ 2 cm) gebiacht. Hierna 
weid geëlueeid met een lineaire gradiënt: 250 ml 0,05 M NaCI -|- 250 
ml 0,5 M NaCI in 0,02 M loslaatbuffer pH 8,0. Een typisch eluiiepa-
tioon is in Fig. 48 weergegeven. De Iracties weiden na concenti ering 
immunoelecirofoietisch onderzocht met AHS en met anti-MM I anti-
semiti (pol) \a ient antisemiti legen eeisie piekeiwitten, zie 3.2.1). En-
kele Iracties bevatien uitsluitend IgA. 
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Schema voor de 
Isolering van IgA uit gemengd serum 
Voorbehandeling: 
250 ml serum + 
250 ml 0,1 M Z n S 0 4 
op pH 6,8 brengen met 
0,1 M N a 2 C 0 3 
1 uur op 22°C, daarna 
filtreren 
residu Filtraat I 
30 mm. op 38°C 
daarna centrifugeren 
ч 
neerslag centrifugaat 
hieraan toevoegen 3,2 g EDTA 
pH op 7,0 houden. Daarna gelijk 
volume 4M ( N H ^ S O ^ toevoegen. 
Centrifugeren 
centrifugaat 
opnemen in zo klein mogelijk volume aqua 
dest. Ontzouten over Sephadex G 25 kolom 
(12 χ 4 cm) inPBZ. 
Ha Chromatografische scheiding 
Een hoeveelheid voorbehandeld serum die ± 200 mg 
eiwit bevat op DEAE Sephadex brengen 
(Cl-vorm). Kolom 40 χ 2 cm. 
Elutie met lineaire gradient 250 ml 0,05 M NaCI + 250 
ml 0,5 M NaCI fosfaatbuffer 0,02 M pH 8,0. 
Elutiesnelheid 12,5 ml/uur. 
Het volgende elutiediagram wordt meestal verkregen. 
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Alle fracties na concentrering, met immunoelectroforese 
onderzoeken tegen AHS. 
De "beste fracties" worden verzameld (gearceerde gedeelte) 
en geconcentreerd tot een volume van 1 à 2 ml. 
Gelfiltratie over Sephadex G 200 kolom 30 χ 2,5 
(later 100 χ 2,5). 
Elutie met PBZ (12,5 ml/uur). 
Het volgende diagram wordt meestal verkregen. 
% T bij 2ö0m/x 
20 
40 
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De eerste piek bevat zuiver IgA 
4 0 0 500 
ml e l u a a t 
Isolering met anti-u immunoadsorbens. 
Een hoeveelheid voorbehandeld serum die 50 75 mg eiwit 
bevat wordt aangeboden aan anti-α immunoadsorbens. 
Na wassen wordt geëlueerd met glycine-HCI pH 2,5 
Het eluaat bevat uitsluitend IgA. 
I 
Figuur 44. Immunoelectroforetisch onderzoek \an u i scrum geïsoleerd IgA (l!i 
mg/ml) vergeleken met het uitgangsmateriaal. 
l iguui i.~>. Pohacniamidegel-electroferogram \an 
het uit serum geïsoleerde IgA (80 μg) vergeleken 
met het uitgangsmateriaal. 
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Figuur 4(¡. Sedimentatiediagram van het uit serum ge-
ïsoleerde IgA. De hoofdcomponent heeft een sM van 
fi,6 S; de andere componente van ± ¡I S (relatieve hoe-
veelheid ± á % ) . 
.1 ni lc]A ongeabsorbeerd 
i i t i - l g A 4 χ verdund 
Figuur 47. Immunoelectroforetisch onderzoek naar de specificiteit van het antiserum 
dat werd verkregen na immunisatie met het uit serum geïsoleerde IgA. 
7.8.2.1 Zuiverheid van het geïsoleerde exocriene IgA 
Het geïsoleerde eiwit was homogeen in immnnoelettroforese tegen 
AHS en tegen anti-MM I antiserum. Fig. 49. 
Met polyacrylamidegel-electroforese (80 «g) werden steeds 3 scherpe 
banden gevonden. Fig. 50. 
In de ultracentrifuge werden eveneens drie fracties waargenomen. 
Fig. 51. De berekende sedimentatiecoëfficiënten sc-*° waren respectie-
velijk 10,6 S (relatieve hoeveelheid ± 67%); ± 13 S (± 13%) en ± 15 S 
( ± 20%). 
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Figuur 48. Elutiediagram verkregen na chromatografische scheiding 
van eerste-piekeiwit van moedermelk over DEAE-Scphadex. Gradiënt-
elutie: 0,05 ->• 0,5 M N'aCl, pH 8,0. Het gearceerde gedeelte bevat 
uitsluitend IgA. 
IgA uü MM 
Figuur 49. Immunoelectroforetisch onderzoek van het uil moedermelk geïsoleerde IgA 
(15 mg/ml) . 
7.9 SAMENVATTING 
In dit hoofdstuk werd het principe en de eigen modificatie van de 
radiale immunodiffusie methode (RID) beschreven. 
De relatie tussen het kwadraat van de ringdiameters en de concen-
tratie van het antigeen bleek strikt lineair te zijn, mits gewacht werd tot 
de cirkels de eindwaarde hadden bereikt. 
Nader werd ingegaan op de variabiliteit van de interceptwaarde 
(d20) van de ijklijn en op het feit dat d0 altijd groter wordt gevonden 
dan de verwachte waarde dp (diameter van het antigeenptitje). De 
waarde van d-0 bleek afhankelijk te zijn van het gebruikte antiserum. De 
afwijking van dQ ten opzichte van d kon geheel worden verklaard door 
een lokaal verdunningseffect veroorzaakt door het oploswater van het 
antigeen. 
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Figuur f)0. I'olyacrylamidegel-clectroferogram van 
¡iet uit moedermelk geïsoleerde IgA (60 ug) ver-
geleken met het uitgangsmateriaal. 
Niet reagerende eiwitten bleken de bepaling van IgA niet te beïnvloe-
den. 
De nauwkeurigheid van de methode werd geanalyseerd. Binnen een 
meetgebied van 4,5 - 7,5 mm bleek de relatieve fout van de concen-
tratiebepaling constant te zijn. De variatiecoëfficiënt bedroeg 5%. De 
bijdrage van de afleesfouten was 1%. Pipetteerfouten, inhomogeniteit 
van de plaat en af leesfouten samen droegen bij voor 2,6%. 
De problemen van de absolute eiwitbepaling werden besproken vooral 
met betrekking tot de Immunoglobulinen en de invloed van verschillen 
in het molecuulgewicht van het antigeen op de ringdiameter. 
De indirecte bepaling van de gewichtshoeveelheid van een glycopro-
teïde uit de afzonderlijke bepaling van het peptide- en het koolhydraat-
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Figuur 51. Sedimentatiediagram van het uit 
moedermelk geïsoleerde IgA. Kr zijn drie 
componenten met een s.,0 van respectieve-
lijk 10,6 S (relatieve hoeveelheid ± 07 %) ; 
± 18 S ( ± 13%) en ± 15 S ( ± 2» % ) . 
gehalte bleek een goede benadering van de gravimetrische bepaling te 
zijn. 
De gebruikte laboratoriumstandaarden voldeden aan de eisen van 
stabiliteit en nauwkeurigheid. 
Bij de absolute ijking van het laboratoriumstandaardseium ten op-
zichte van IgA geïsoleerd uit gemengd serum en int moedermelk, gaf 
de laatste ijking een 3,13 maal hogere waarde voor IgA dan die ten op-
zichte van sereum IgA. 
Tenslotte beschreven wij een methode voor de isolering van IgA uit 
serum en uit moedermelk. De opbrengst van de chromatografische me-
thode voor serum IgA is zeer gering (1-2%). Het gebruik van een 
anti-« immunoadsorbens gaf weliswaar een hogere opbrengst, maar het 
verkregen IgA werd — vermoedelijk tijdens tie elude — enigszins gede-
natureerd. 
De geïsoleerde eiwitten waren homogeen in immunoelectroforese tegen 
polyvalente antisera. In de ultracentrifuge werd in serum IgA naast 
± 7 S materiaal een geringe hoeveelheid van een zwaardere component 
gevonden. Moedermelk IgA bleek een drietal componenten te bevatten: 
10,6 S (relatieve hoeveelheid 67%); 13 S ( ± 13%); ± 15 S ( ± 20%). 
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H O O F D S T U K 8 
H E T C O N C E N T R E R E N VAN V E R D U N D E E I W I T O P L O S S I N G E N 
V O O R K W A N T I T A T I E V E ANALYSE 
8.1 PRINCIPE 
In veel gevallen is de concentratie van IgA en van viijc SC in excreta 
ie laag voor een iechlstreek.se bepaling met R ID . Een ongeveer tienvou-
dige concenti ering is nodig om ïingdiaineiers van \oldoende grootte te 
verkrijgen. Hel \oh imè \ an het monstei is echtci dikwijls kleiner dan 
1 ml. Bij een tienvoudige contenti ei ing is de hante i ing en de kwantita-
tieve verweiking van de resterende \loeistol (0,1 ml) moeilijk. Bovendien 
/ijn de gebruikelijke technieken, u l t ia l i lna t ie en lyofylisalie na dialyse 
tegen een sterk verdunde losfaaibulfer \oor kwantitatief analytisch werk 
af te ïaden. Eiwiiverlie/en door adsorptie aan de membiaan of dooi 
ilciiaiuialie tijdens het viiesdiogen /ήη onvermijdelijk (o a. Rossen e.a , 
1965 en Hait ley e.a., 19fi(>). Door Tornasi en Bienenstock (19G8) wordt 
nog eens nadrukkelijk gewe/en op het risico van diverse concentreiings-
methodes: „Many ol the methods available, suth as the tollodion bag 
method, pie- evaporation and lyolili/ation technitjues, incur considerable 
loss at the stillate of the membiane oi tan tesult in signilitant denatu-
taiion ol proteins." 
Aan de contenti ei ingsineihode van veidunde eiwitoplossingen stel­
den wij de volgende eisen: 
1. Snel en in serie toepasbaar, ook bij volumina <C 1 ml, mei 
vermijding van louten ontslaan door verdamping. 
2. Geen eiwitveilieven door atlsoiplie en geen dcnai iuei ing. 
3. Eenvoudig bepaalbaie toncentreringsfactor. 
Wij gingen daarbij uit van het piincipe dat door Flodin e.a. (190(5) 
werd aangegeven. Aan giote volumina (lot 7,5 liter) bacteiic-extracien 
voegden de/e auteuis tlioge Sephadex G 25 loc. De Sephadex korrels 
nemen alleen water en daaiin opgeloste laagmolcculaire stoffen op (tol 
M = ± 5000). In de resterende vloeistof stijgt dus het eiwitgehalie lei-
wijl tie ionensterkte niet of nauwelijks verandert. Flodin verkreeg een 2 
tot 3 voudige contenti ering in één bewerking. Kleine vloeistofverlie/en 
door aanheth t ing aan de Sephadexkoirels zijn hierbij niet te vermijden. 
De „letoveiy" aan enzymatische activiteit bedroeg 90-95%. Denaturane 
en adsoiptieverliezen van eiwit zijn bij deze methode blijkbaar geling. 
Theoietisch is een veel gioterc contentratieverhoging bereikbaar. Dooi 
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meei Sephadex per volume eiwitoplossing toe te voegen 7ЛІ het reste­
rende vloeisiolvolume uiteinard kleiner worden. De netto vloeistofop-
biengst /al daarbij steeds steiker alnemen dooidat de Sephadex korrels 
met een constante \loeistoflilm bedekt blijven. 
Wij /ochten de gunstigste experimentele condities voor de/e methode 
en gingen na in hoeven e tie uitgeweikte methode betrouwbaar is wat 
belieft tie kwantitatieve bepaling \an IgA en van SG. 
8.2 (хжш н\м)і I.INC; sifiixntx c2'> 
Om de verlie/cn door de vloeistolfilm van de Sephadex konels ¿o 
klein mogelijk te houden werd Sephadex G 25 coarse gebruikt. Het dooi-
de labiiek algele\erde p iodu t t bleek een wisselend wateigehalte te be-
vatten, variëiend van 5 - 12 gewichtsprocenten. De hicimee bereikte 
concentiatieveihoging was dan ook veel lagei dan vciwaclit weid op ba-
sis van een wateropnemend veimogen \ a n 2,5 ml ± 0,2 per gram droge 
Sephadex (labrieksopgave). Diogen bij 9()°G bleek niet voldoende om 
Sephadex geheel w a t e m i j te maken. Nieuwe Sephadex weid daaiom, 
evenals gebruikte, getondit ioneeul dooi achteleenvolgens te wassen met 
0,!)% NaCl oplossing, ionen vrij water en 100% wateiige aethanol en 
daarna 15 uur te drogen bij 90~G. De behandeling met aethanol is hierbij 
essentieel /oals uit tabel 19 blijkt. Het wateropnemend vermogen van al-
dus geconditioneerde Sephadex blijk — mits goed algesloten bewaard — 
wekenlang onvei anelerei. 
T a b e l 19 Invloed van de voo ihe l i ande lmg \ a n Sephadex C. 25 op de concentra t ie 
vei hoging. 
P ioefomstand ighcdcn : 2 g Sephadex 30 m i n u t e n /weitijd, 10 minu ten tcntriCugeien 
op 2000 ï p m (lic 8,5). 
Volume 10 χ v e r d u n d sci uni : Orni 5 ml 
λ ooi behandeling 
Sephadex (. 25: Π uur 90°C Gcronditionecid 15uur90°C 
Vei houding eiwit­
gehalte na en vooi 
Gcumditionecid 
( o n c e n t r e i m g ; 
gemidde lde van 
10 bepal ingen 3 3 4,0 , ">.f> 8.9 
\ai'. cocf. % 5 6,7 10.5 8 
8 .3 BFI'Al.ING VAN DE eOM.I'MRATIFVrRHOCilNC, 
Ondanks nauwkeurig werken bleek de reproduceerbaarheid van de 
(oncentreringstechniek niet voldoende om de bepaling van de concentre-
ringslactoi achtel wege te kunnen laten. Kleine weeg- en pipetteerfouten 
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veroorzaken vooral bij ± 10 voudige concentrering grote verschillen in 
de uiteindelijke concentraticveihoging. Aanvankelijk werd vóór en na 
concenti ering het eiwitgehalte in de vloeistof bepaald met een micro-
biureetmelhode. De/c methode is weinig gevoelig zodat het voor de be-
paling benodigde volume dikwijls te groot was. De eiwitbepaling door 
extinctiemeting bij 280 nm was niet voldoende betrouwbaar. UV absor-
berende \eiontreinigingen bleken soms grote fouten te veroorzaken. 
Wij \ocgden daarom aan de te (oncentieren eiwitoplossing een ia-
dioactiel indie atoi-eiwit toe in de vorm van met 59Fe gemerkt transfer-
ïinc. Uil de vcihouding van de ïadioactiviteit van bekende volumina ge-
meten vóór en na concenti ering kan de concenti atieverhoging snel en 
nauwkeurig worden bepaald. De statistische nauwkeurigheid \ an de me-
lingen is 0,7% (10.000 counts, duplotelling). 
De indicator werd als volgt bereid: 
Aan 10 ml navclstiengseium werd 10 /¿С 5 9 F e C l ( toegevoegd. Na 3 u u r 
werd liet niet aan eiwit gebonden 5 9 F e door dialyse tegen stromend lei-
dingwatei verwijderd. Van dit indicalorserum weid 0,02 ml toegevoegd 
per ml \an de te concentieien eiwitoplossing. De/e toevoeging stoort de 
bepaling van JgAen van SC niet. Jn navelstrengseium komt immeis uiterst 
weinig IgA voor (o.a. Roth, 1962; Sliehm en Fudenbeig, 1966 en T h o m 
e.a., 1967) en geen SC. Het navelstrengseium werd bovendien steeds op 
aanwezigheid \,in IgA getest met R I D (ondeiste detectiegiens 0,01 mg/ 
ml). 
8.4 INVI o r n VAN 1>F. Z W F L T I J D 
In een reeks proeven werd bij wisselende verhouding tussen Sephadex 
hoeveelheid en vloeistofvolume (2g/6 ml en 2g/5ml) een zweitijd van 
30 - GO - 120 - en 180 minuten toegepast. Na 30 minuten was de maximale 
concentratieverhoging bereikt. 
8 . 5 INVI.OII) VAN HET C F M R I I U G E R E N 
De geconcentreerde eiwitoplossing wordt van de Sephadex gescheiden 
door centrifugering in een speciaal filtreersysteem. Wij gebruikten drie 
uitvoeringen met een glaslilterinhoud van respectievelijk 3, 30 en 60 ml. 
Het 3 ml systeem is afgebeeld in lig. 52. Het liltraat (0,01 - 0,08 ml) 
wordt hieibij ïechtstreeks opgevangen in polypropyleen buisjes (Beck-
mantype), waaidoor vloeistofveilie/en en verdampingslouten minimaal 
blijven. Het volume \ a n het concentraat wordt door weging bepaald. 
De invloed \ an de diaaisnelheid op de concentratieveihoging werd na-
gegaan dooi bij toenemend toerental het filliaat gefractioneerd op te 
vangen. De concentrcringslactor bleek bij hogci loerental af te nemen. 
Tabel 20. 
Blijkbaar wordt er dan weer water uit de Sephadex korrels geperst. 
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Figuur .">2. Filtreersysteem van 3 ml, gebruikt bij de concentrering van verdunde 
eiwitoplossingen met behulp van droge Sephadex G 2">. 
Tabel 20. Invloed van de draaisnelheid van de centrifuge op de concentratieverboging. 
Proefomstandigheden rprn * 
Volume 
'I ijd (min) Kltraat (ml) Cono factor 
2 g Sephadex 
-f- (i ml 10 maal 
verdund serum 
2 g Sephadex 
-)- .5 ml 10 maal 
verdund serum 
НИИ) 
20(H) 
3300 
КИЮ 
2000 
3300 
δ 
5 
10 
5 
5 
10 
0.60 
0.35 
0,18 
0,18 
0.09 
0,112 
1.0 
Γ),3 
2 7 
11,9 
108 
6,9 
Aantal omwentelingen per minuut. 
Afstand glasfilterplaat tot rotorentrum 8 cm. 
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Bij centrifugeren gedurende 10 minuten op 2000 rpm zijn vloeistofop-
brengst en concentratieverhoging optimaal. 
8.6 INVLOED VAN UK HOEVEELHEID SEPHADEX G 25 
Bij toevoeging van meer Sephadex aan de verdunde eiwitoplossing /al 
de conœntreringsfactor stijgen. Het vloeistofverlies door aanhechting 
aan het glaswerk en de Sephadexkorrels blij It in absolute zin ongeveer 
constant. Hierdoor daalt de hoeveelheid fikraat progressief. Dit werd als 
volgt nagegaan. 
Aan 1 ml van 10 maal verdund serum -f- indicator werden toenemende 
hoeveelheden Sephadex toegevoegd (250-150 mg). De concentreringsfac-
tor en het volume van het fikraat werden bepaald. Uit de concentre-
ringsfactor werd het totale volume van het concentraat berekend. Het 
verband tussen de toegevoegde hoeveelheid Sephadex, de concentrerings-
factor en het volume van het fikraat uitgedrukt in % van de hoeveel-
heid concentraat is in fig. 53 weergegeven. 
eiwi tgehal te 
na conc./voor concentrerinçj 
24-
20 
16 -
12 
, - χ - χ 
•,-°-
verkre¿en volume 
/o\d theoretische 
1
 opbrengst 
-¡100 ° 
-¡80 
60 
40 
20 
200 250 300 350 400 450 
nid. Seph¿»de4 G 25/ml.eiwit oplossing 
Figuur 53. Het verband tussen de verhoging van de eiwitconcentratie en de aan de 
verdunde eiwitoplossing toegevoegde hoeveelheid droge Sephadex (. 25 (getrokken 
lijn). Hij toenemende concentratieverhoging neemt de vloeistofopbrengst af (gestip-
pelde lijn). 
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Een concenti ering van 24 maal in één beweiking is mogelijk. Hei 
\loeistofverlies is dan echter 80%. Voor p r e p a r a t i l e doeleinden is deze 
methode dan ook alleen biuikbaai bij een concentratie\erhoging tol on-
gevoel 8 maal. De opbrengst is dan nog 80%. 
Wanneer voor de kwantitatieve bepaling van lage eiwitconcentraties 
met RID een concentrering van 25 maal nodig is, is dit uitgaande van 
1 ml vloeistof in één beweiking mogelijk. De hoeveelheid filtiaat van 
± 20 /Л is hici \oor ïuimschoots \oldoende. Vooi de bepaling \ an IgA 
en van vrije SC in speeksel was een concenti ei ing van ongeveer 10 maal 
meestal voldoende. 
Len dergelijke concentratieverhoging woidl beieikt bij toevoeging van 
400 mg droge Sephadex G 25 per ml veidunde eiwitoplossing. De vloci-
stol opbrengst is dan ± 70%. 
8.7 „RI-.COVERV" l'ROFVl.N 
De gehele procedine weid als volgt gelest, ü p achtel eenvolgende da-
gen werd in 6 verschillende serummonsteis het IgA gehalte bepaald. 
Bovendien werden de/e sei a 10 maal verdund en vei volgens in duplo ol in 
triplo weer ± 10 maal geconcentreerd (1 ml- ) - 400 mg Sephadex). Van elk 
van de/e concentraten werd de concentreringslactor en het IgA gehalte 
bepaald. De resultaten van deze proeven /ijn in tabel 21 samengevat. 
label 21. Ig·*, bepalingen in tienmaal \ci dunde en daarna weer geconccnlreeidc 
scrummonsters. I g \ gehalte in mg/ml 
Oorspronkelijk Conc. factor Vcidiind sciiim Veidtind serum. a 
serum Veiuachte waaide na Gevonden waarde na — X 100 % 
concentreren (b) conccntieien (a) b 
0,G9 
1,47 
1.39 
1.38 
0 93 
1,73 
7.5 
10,4 
9,4 
10,G 
12,7 
8,0 
9,2 
6.5 
7.5 
8,5 
9,7 
10,6 
9,2 
7,4 
0,52 
0,72 
1,38 
1 56 
1,7G 
1,11 
1,28 
0,90 
1,03 
1,17 
0,92 
1,01 
1.59 
1 28 
gemiddelde «aarde 9,1 
variatiecoefficient 18 r 
0,57 
0,78 
1,41 
1,65 
1,76 
1,06 
1,32 
0,87 
0 99 
1,20 
0,88 
0,96 
1,66 
1,34 
110 
109 
102 
106 
100 
95 
103 
97 
96 
103 
96 
95 
103 
105 
102 
5% 
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Na de concenti ei ingspiocedine weiden voor de diveise concentiaiies 
waaiden gevonden die gemiddeld 102% bcdioegen van de betekende 
waarden. Hie iu i t mag woulcn getoncludceid dat JgA tijdens de con­
centi ering niet merkbaar is gedenatuieerd en dat ook geen л erliefen 
door adsorptie aan Sephadex zijn opgetreden. 
De ïeproduceeibaaihcid van het concentreren /eli is mindei goed. 
Onder de pioetomstandigheden weid gemiddeld een concenti ei ingsfac-
tor van 9,1 gevonden. De spreiding was echiei groot (vaiiaticcoéllicieni 
18%). De lactor moet dus voor elk monster al/ondeilijk worden bepaald. 
Tenslotte weid onderzocht ol ook viije SC kwantitatief werd terugge-
vonden na verdunning en concentreiing. Van een moedermelkprepaiaat 
(tweede piek na Sephadex G 200) weid het u i j e SC gehalte ïechtstrceks 
bepaald ten op/ichte \ a n de laboiatoi iumstandaaid . Bovendien weid 
een 10 maal en een 5 maal veidund monstci iespcctie\chjk 7,(i maal en 
5,1 maal geconccnticeid. 
In de concenti aten weid viije SC in \ i e i \ o u d bepaald. T e n oj)/ichte 
van de verwachte waarde weid ïespectievelijk 100% en 101% gevonden. 
De methode is dus ook bel iouwbaar met betiekking tot viije SC. 
8 .8 VOORSCHR1F1 VOOR CIRCA Til NVOUDIGl· CONCIN I RFRING VVS 1 ML 
VI ROUNDE FI Wil OPLOSSING VOOR IgA LN SC I1LPALING 
Bij 1,00 ml vloeistol 0,0200 ml indiealorsciuni pipetteren ( ± 20.000 
cpm). 
Toevoegen 400 mg geconditioneerde Sephadex G 25 coarse. Zeei goed 
mengen tol de korrels ge/wollen /ijη ( ± 1 minuut) . Na 30 minuten de 
Sephadex oveibrengen naar het glasliliei van hel liltieeisysteem. 
15 Minuten centii lugeien op 2000 r p m (r = 8 cm). 
Volume van hel l i lt iaat dooi weging bepalen (s.g. = 1,00) . . \ ml 
Radioactiviteit van het totale li ltraat meten . . . . a cpm 
Radioactiviteit \an 0,100 ml indicatoiseium meten . . b cpm 
a 5,1 
Conccntreringslacloi = X 
b \ 
Indie aioi serum: 
Aan 10 ml navelsiiengseium 10 /uC •')І,1;еС13 toevoegen. Drie uur laten 
slaan, daaina gcduiende de nacht dialyseien tegen sliomend leiding-
watei. F.ventuecl neeislag akentr i lugeren. Indicaioiseium bewaren bij 
4°C. 
8.9 SAMI NVATT1NG ΓΝ CONCLLSlb 
Voor cle kwaniitatieve bepaling \ a n lage concentraties IgA en vrije SC 
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mei de RID-melhode werd een conceniici ingstethniek ontwikkeld. 
Deze is gebaseerd op de eigenschap van droge Sephadex G 25 om alleen 
water en daarin opgeloste klein molecnlaiie slollen op te nemen. 
Het gebruik van een »(gesloten liltreeisvsteem sloot verdamping uil 
/odat ook kleine volumina (0,5 - 1 ml) konden wolden verwerkt (eind-
volume 0,02 - (),(№ ml). 
De invloed van het diogen van de Sephadex, \an liei centi ifugeren 
en van de hoe\eelhckl toegevoegde Sephadex op de contentiaüeverho-
ging weiden nagegaan. De contentici ingsfattor werd hieibij op een-
voudige wij/e nauwkeuiig bepaald mei behulp van een radioactieve indi-
ta tor : met 59Fe gemei kt na\els t iengseuim. Een maximale to iuentrer ing 
van 24 maal in één bewerking bleek mogelijk. De vloeistofopbiengst was 
dan ethiei gering (± 20%). Bij een (o iuent rer ing van ± !) maal was de 
opbiengst ± 70",,. De methode was ondei de/e omstandigheden onvol-
doende ïeprodmeei baar (vaiiaiiecocllitient 18%). Vooi elk monstei 
moet daarom de (oiueni iei ingslacioi al/ondeilijk woiden bepaald. 
Uit R I D bepalingen van JgA en van vrije SC in 10 maal \ ei dunde en 
daarna weer gec oneen licei de monsteis bleek dat geen melkbare dena-
Uiiering o( adsorptie plaats vindt. 
De hier beschreven contenti ei ingsmeihode voldoet in alle op/ichten 
aan de door ons gestelde eisen. Toepasbaar in serie, ook bij kleine volu-
mina. Eenvoudig te bepalen mate van toncentrering. Geen verliezen 
door denaturering ol adsoiptie. 
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H O O F D S T U K 9 
INVLOED VAN DE S T R O O M S N E L H E I D VAN PAROTIS-
V L O E I S 1 0 E O P DE C O N C E N T R A T I E EN DE U1TSCHEIDING 
VAN IgA EN VAN VRIJE SC IN D I T SPEEKSEL 
9.1 INLEIDING 
Over de kwaiuitat ie\e uitscheiding van IgA in secreta is vanaf 1965 
\i i j veel gepublueerd. Ei is echter weinig oveieenstemming in de resul-
taten. O]) de oor/aken \ a n de/e discrepantie woult in dit hoofdstuk 
nader ingegaan. 
Een extern secieet dat /onder bijmenging van andeie vloeistoHen op 
eenvoudige wij/e is te verkrijgen, is parotisvloeistol. Bovendien worden 
in dit speeksel geen proteolytische enzymen uitgescheiden, zodat tijdens 
het verzamelen geen kwalitatieve ol kwantitatieve veranderingen in de 
eiwitsamcnstelling plaats vinden. Enkele problemen omtrent de kwanti-
tatieve immunochemische bepaling van lgA werden in hoofdstuk 7 uit-
eengezet. Vooral de steike beïnvloeding лап de uitkomsten door ver­
schillen in de polymère samenstelling van IgA veroorzaakt onzekeiheid 
bij de opgave in gewichtseenheden. Wij gingen ervan uit dat het IgA in 
parotisvloeistol ν ooi het grootste gedeelte voorkomt als dimeer molecuul 
met één SG-polypeptideketen. Door Axelsson e.a. (196G); Newcomb e.a. 
(1968); Hur l imann e.a. (1969) en Brandtzacg e.a. (1970) werden in het 
uit parotisvloeistol geïsolecule IgA, naast de hooldlractie met s0^.« van 
± 11 S steeds kleine hoeveelheden van een zwaardere component ge-
vonden. 
In velschillende andere secreta wordt bovendien nog 7 S IgA aange-
troffen (o.a. Tornasi e.a., 19G5; Rossen e.a., 1966). Brandtzaeg e.a. (1970) 
vonden met gelfiltiatie experimenten in parotisvloeistof ± 10% IgA dat 
een ongeveei gelijk elutievolume heeft als IgG en dat waarschijnlijk 7 S 
serum IgA is. Wij/elf konden in vele speekselmonsters IgA aantonen 
dat niet aan SC is gekoppeld, met de immunoselectiemethode van Radi. 
Eig. 51. Betiouvvbaie kwantitatieve gegevens hieiover zijn echter moeilijk 
te veikrijgen. Ook Hanson e.a. (1971) konden met de dooi hen ontwik-
kelde immunogelli l tratiemethode slechts constateren dat in colostrum en 
in speeksel vermoedelijk 7 S IgA voorkomt. 
Zoals in hoofdstuk 7 werd uiteengezet veroorzaakt 7 S serum IgA in de 
RID methode per gewichtshoeveelheid eiwit een ruim driemaal zo groot 
129 
pretipitatiecirkeloppei vlak als geïsoleerd exocrien JgA. Bij de IgA bepa-
ling in secreta zou daarom eigenlijk een standaard gebruikt moeten wor-
den met eenzelfde polymère samenstelling als van het IgA in het betref-
fende secreet. Dit is practisch niet te verwezenlijken. Wij kozen als stan-
daard voor de IgA bepaling in parotisvloeistof het uit moedermelk ge-
isoleerde IgA waarvan de polymère heterogeniteit (75% 11 S; 25% hoge-
re s-waarde) redelijk overeenkomt met die van het in parotisvloeistof 
voorkomende IgA. Hoewel deze standaard geen aantoonbare hoeveel-
heid 7 S materiaal bevat, terwijl in parotisvloeistof wél een kleine hoe-
veelheid 7 S IgA voorkomt is de keuze van deze standaard een aanvaard-
baar compromis. Toevoeging van 20% 7 S serum IgA aan 11 S colostrum 
IgA zou volgens Newcomb en DeVald (1969) in de R I D methode geen 
significante verandering veroorzaken in het oppervlak van de precipita-
tiecrkel. Uit de eigen observaties van de/c onderzoekers is deze invloed 
echter wel degelijk waarneembaar. 
anti-SC (ip) 
•
 8 Чц^г J 
6 4 
O 
Figuur 54. Immunodiffusie experiment met toepassing 
van het immunoselectieprincipe volgens Radi (1970). 
1, 3 en 7: normale speekselmonsters; 5: speeksel van 
een agammaglobulinaemie-patiênt; 2. 4, G en 8: NHS; 
9: anti-α antiserum. Anti-SC (i.p.) in de plaat. 
In de normale speeksels is IgA aantoonbaar dat niet 
aan SC is gebonden. 
Bij aanwezigheid van 10% 7 S IgA en bij gebruik van moedermelk IgA 
als standaard, zal de gevonden waarde — theoretisch — 20% hoger zijn 
dan de werkelijke gewichtshoeveelheid IgA. Wanneer 7 S serum IgA 
gebruikt zou zijn als standaard zou de gevonden waarde echter 6 0 % lager 
zijn dan de juiste. 
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Rekening houdend met de variabele samenstelling van het IgA, voor-
komend in de secreta, moeten de absolute bepalingsuitkomsten van dit 
Immunoglobuline slechts als benaderende waarden worden beschouwd. 
Bij de bepaling van IgA in parotisvloeistof is het gebruik van uit moe-
dermelk geïsoleerde IgA als standaard een aanvaardbaar compromis. 
Een tweede belangrijke oorzaak waardoor weinig overeenstemming in 
de l i teratuur bestaat over het IgA gehalte van parotisvloeistof, is de in-
vloed hierop van de stroomsnelheid van speeksel. Hoewel het totale ei-
witgehalte zeker niet lager wordt bij toenemende stroomsnelheid (Man-
del e.a., 1965; zie ook de eigen experimenten: M.V., fig. 56) en ook de 
amylase-activiteit onafhankelijk is van de stroomsnelheid (Schneyer, 1956 
en Newbrun, 1962) of zelfs toeneemt bij sterke langdurige stimulatie 
(stroomsnelheid 60 m l / u u r , Dawes en Jenkins, 1964) is dit voor IgA ze-
ker niet het geval. Hierop werd voor het eerst gewezen door South e.a. 
speeksel 
(10») 
neussecreet 
130») 
O 
- S C (¡p) geabs met E x o c i e n IgA 
O 
tra an vocht o) 
ui Ine 
И500») 
z w e e t 
1500«) 
Figuur 55. Immunoelectroforetisch onderzoek van speeksel, neussecreet, moedermelk, 
traanvocht, urine en zweet van normale volwassenen. In alle monsters is vrije SC 
aantoonbaar. 
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Tabel 22 Ovci/iclu van lileiaUiurgcgevens ovci liet Ig \ gehalte van paiotisvloeistof 
leeftijd (.esunuilceid Staiulaaul Methode Slioomsnelhcid lg\(mg/l) 
С hodiikci en 
Tornasi (1963) 
(.laman en Melili (1967) 
Sonili e.a (1908) 
Готам en 
Hienenstotk (1968) 
Bianduaeg e.a. (1970) 
Hanson e.a. (1971) 
12 volvv. 
8 volw. 
20 I -)-20 j 
17 3-3 j . 
14 6-8 j 
12 9-11 j 
16 12-14 j 
IH volw. 
9 volw 
8 \olw 
n.o 7S IgV 
ja HS Ig \ 
ja 7S Ig\ 
n.o. US Ig\ 
ja HS Ig \ 
ja IIS Ig \ 
KID 
1 ID 
Oudin 
RID 
RID 
RID 
и.о. 280 
и.о. 9") (28-1-)0) 
7.6(3.4-16,")) 
•..3(2 8-7.8) 
и.о. 6,8(8,0-13.")) 
8,") (18-1-),-)) 
9 2 (I 8-20,0) 
η о. 63 
n.o 39.-) ± 13.7 
6-36 ml/nin 80 (30-210) 
n o .
 =
 niet opgegeven. 
(1968). Mandel en Khurana (1969) gingen de invloed na van toene­
mende stimulering van de speekselklieren met citroenzuur op de uit­
scheiding van IgA in parotisvloeistof. Zij vonden een afname in IgA con­
centi atie лап ongeveer vijlmaal bij een toename van de stroomsnelheid 
van ongeveer tienmaal. Systematische onderzoekingen over de verande­
ring in de IgA uitscheiding met de stroomsnelheid onder invloed van 
stimulantia zijn ons niet bekend. Een overzicht van l iteiatuuigege\ens 
over het JgA gehalte van parotisvloeistof woult gegeven in tabel Tl. 
Ovei de kwantitatie\e uitscheiding van SC in vrije ol gebonden vorm 
is na on/e eerste mededeling hieiover (van Munster en Stoelinga, 1969) 
alleen de té tente publicatie van Biandtzaeg (1971, c) verschenen. Het 
voorkomen van vrije SC in divcise secieta van pasgeborenen of van men-
sen die geen IgA kunnen synthetiseien werd door verschillende onder-
zoekers bcsthre\cn (South е.a., 1966; Hanson en Johansson, 1967; Han­
son, 1968). 
Wij konden ook bij normale volwassenen vrije SC rechtstreeks aanto­
nen in elk ondei70cht monster van speeksel, neussecreet, moedermelk, 
tranen, ui ine en /weet (\an Munster en Stoelinga, 1969), met het anti-SC 
(i.p.) antiscium dat antistollen heelt tegen de voor vrije SC specifieke 
I-deteiminant. Fig. 55a, b, r, cl, e, en f. Dat andere onder/oekers (South 
e.a., 1966; Tornasi en Bienenstock, 1968 en Goldberg e.a., 1969) \rije SC 
alleen in paiotis\loeistol vonden bij een totale alwe/igheid van IgA, 
moet waai schijnlijk hie idoor worden verklaard dat /ij alleen de beschik­
king hadden o\ei anti-SC antiserum van het type anti-SC 1 (/ie hoofd­
stuk 3). 
9 . 2 Dl" IWLOl'D VAN S I ÏMILA 1 11' VAN lil· OORSl'bl-.kSl· I KI [FR ()I> HF. 
LIISCHIIDING VAN IgA bN \ AN VRIJ}· SC 
9.2.1 Proefopstelling 
De parotisvloeistof werd \eivameld met behulp van een afneemsys-
teem volgens Lourie (1943), /ie 1.10.1. Nadat het cupje was geplaatst 
werd in twee perioden van 30 minuten speeksel opgevangen zondei 
dat daarbij werd gestimuleeid. Vervolgens werd gedurende 60 minu-
ten maximaal gestimuleeid. De proefpersoon kauwde hierbij voortdu-
rend op dropjes. Het speeksel werd in periodes van 6 minuten verzameld. 
Hierna werd de mond gespoeld en er volgde nog een of twee veizamel-
peiiodes лап 30 minuten waarbij niet werd gestimuleerd. De volumina 
werden door weging bepaald (s.g. = 1,00). De monsters werden direct 
bij -30"C wegge/et. Binnen een maand werden de analyses uitgevoerd. 
De monsters werden ± t ienmaal geconcentreerd en de concentrerings-
factor weid bepaald (hoofdstuk 8). Het gehalte aan IgA en aan vrije 
SC werd met de R I D methode in duplo bepaald (hoofdstuk 7). 
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l a b e l 23. Kwanliutivc gegevens o\er de uilstheiding van IgY en van vrije SC in 
niet en wel gestimuleerde paroüsvlooistof bij vijf gezonde volwassenen. 
Proefpersoon Stroomsnelheid IgA IgA 
ml/iun I mg/1. ' μβ/ιηίηιιιιι 
M V . 
W.N. 
К. S. 
H S . 
ν. M. 
ILS 
2,34 
1,64 
2,00 
4,20 
4.12 
s* 
33,1 
32,0 
29,1 
40,1 
7"i,0 
s./n.s. 
14,2 
190 
14.5 
9,fi 
18 3 
η s. 
050 
:>"() 
419 
358 
388 
s* 
59 
39 
29 
3G 
36 
lfr. 
(¡0 
27 
27 
31 
η s./s. 
11 
Π 
14 
10 
11 
η s 
25 
16 
14 
24 
27 
s* 
33 
21 
14 
24 
16 
1 fi 
31 
16 
13 
21 
s /n s 
1,3 
1,3 
1,0 
1,0 
1,7 
gemiddelde waaide 15,3 12.2 1,3 
η s. = niet gestimuleerd 
s. = gestimiilceid 
I.Fi. = laatste gestimulceide fi actie 
* Gemiddelde waaide van de lepiescntatieve gestimulceide fiactics 
9.2.2 Bespreking van de resultaten 
De proef werd uitgevoerd bij vijf ge/onde volwassenen (2 vrouwen en 
3 mannen). De lesnlialen van de bepalingen worden opgegeven als mg/ 
1 in de ooispionkelijke monsters. Tevens wordt de absolute uitscheiding 
in i/g/minuut berekend. Als parameter ter constatering van variaties in 
de uitscheiding van IgA ten opzichte van vrije SC wordt tenslotte het 
quotiënt tussen beide grootheden vermeld. 
De resultaten zijn grafisch weergegeven in Fig. 56 t/m 60. De belang-
rijkste kwantitatieve gegevens zijn in tabel 23 samengevat. 
1. Opvallend is de sterke stijging van de uitscheiding per minuut van 
JgA en van vrije SC in de eerste fractie na het begin van de stimulatie. 
Dit is het gevolg van de \crmenging met de meer geconcentreerde vloei-
stof die /ich op dat moment nog in het dode volume \an de speeksel-
klier err het afneemsystecm bevond. Dit dode volume wordt door ons 
op 1 à 2 ml geschat: 2-5% \an het totale volume van de oorspeekselklier 
dat ongc\eer 30 ml bedraagt (Rauch, 1959) en 0,3 ml voor het afneem-
systeem. Na de toename in de stroomsnelheid door stimulatie worden 
monsters pas weer representatief geacht nadat tenminste 6 ml vloeistof 
is uitgescheiden. Met de in tabel 23 легтекіе gemiddelde waarden van 
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Vrije SC 
mg/l 
Vrije sc; 
μg/mlrulШ 
IgV/Viije SC 
11.s. 
18 
82 
:.9 
42 
2" 
s * 
3,7 
78 
С") 
e,<) 
1.4 
1 fr. 
4,6 
с,;, 
"'fi 
6 3 
η s /s 
1.9 
10,5 
9,1 
Cl 
(i.2 
7.4 
η s. 
0,7 
2,3 
2,0 
3,0 
1,9 
s.* 
2,0 
4,1 
3,1 
4,0 
5,5 
l.fi 
2.4 
3,9 
2,7 
4,3 
ь./п s 
2,9 
1,8 
1,0 
1.1 
2 9 
2,1 
η •). 
36 
G9 
7,1 
8,3 
14,0 
s.· 
16 
3,2 
4,5 
3,2 
8,2 
s./n.s. 
0,45 
0,81 
0,67 
0,60 
0,61 
0,63 
de gestimuleerde monsters is hiermee rekening gehouden. Na beëindi-
ging van de stimulatie moet het/elfde criterium worden gehanteerd. 
Hierdoor /ijn slechts in twee gevallen (v.M. en H.S.) representatieve 
monsters verkregen. 
2. De concentratie van IgA /owel als van vrije SC is in de tweede on-
gestimuleerde fractie in 4 van de 5 gevallen hoger terwijl de stroom-
snelheid gelijk blijk of /elfs toeneemt. Dit wordt beschouwd als een 
ge\olg лап het manipuleren aan de speekselklier tijdens hel aanbrengen 
\an het cupje. De tweede ongestimuleerde fractie wordt daarom als re­
presentatief beschouwd vooi de samenstelling van het ongestimuleerde 
speeksel. 
Gedurende de stimulatie dalen de concentratie van IgA en van vrije 
SC zeer sterk. In de tabel 7ijn de waarden vermeld van de tweede niet 
gestimuleerde fractie en de gemiddelde waaide van de lepicsentatieve 
gestimuleerde fracties. De concentratie \an IgA werd gemiddeld 12,2 
maal 70 klein, die van vrije SC 7,4 maal. 
In de tabel /ijn bovendien de gemiddelde waarden van de laatste twee 
gestimuleerde Iracties opgenomen (48-54 en 54-60 minuten na begin van 
de stimulatie), ter vergelijking niet de gemiddelde waarden van alle ge­
stimuleerde fracties. Bij drie van de vier proefpersonen is een geringe 
daling in de concentratie van IgA en \an viije SC te constateren. 
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Gestimuleerd 
M H 
MV ι 
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stroomsnelheid 
ml/uur 
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• vr ¡je S.C.¡j¿/mm 
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AOO^ J 
η 
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_. π M200 
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 lì L I 
¡r-400 
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η vrije 
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sc mí,/I 
л о -
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ι
-
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20 
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Figuren 56 t/ra HO. De concentratie en de uitscheiding van IgA en van vrije SC in 
parotisvloeistof van 5 gezonde volwassenen bij niet en bij maximaal gestimuleerde 
speekselklieren. 
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Gestimuleerd 'M tS 
30 60 90 120 150 (min) 
!
έ
Α
 у І
тп 
J vri je S.C. ¡J¿/min. 
I¿A m¿/ l . 
Γ 
mg/1. 
- m I¿A/vrije S.C. 
Ì J ^ -
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4 0 -
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4 -
8 -
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400 -• 
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6 
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Gestimuleerd 
M H 
W.N.I 
50 60 90 120 150 (min) 
stroomsnelheid 
ml. /uur 
5 0 -
100 -
150 -
— ι ™ 
vri je S.C Li^/min, 
I¿A m¿/ l . 
vrye SC mj,/ l 
Ι,ί,Α/vrije S.C 
3. De uitscheiding van IgA per minuut is bij drie van de vijf proefper­
sonen in de representatieve gestimuleerde fracties hoger dan in de er­
aan voorafgaande ongestimuleerde fractie. Bij de twee overige verander­
de de uitscheiding niet. Gemiddeld werd bij de vijf proefpersonen de 
fgA uitscheiding per minuut 1,3 maal zo groot. 
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De uitscheiding van vrije SC per minuut is bij alle proefpersonen 
in de gestimuleerde fracties hoger dan in de voorafgaande ongestimu­
leerde. Gemiddeld steeg deze waarde met een factor 2,1. 
Wanneer de laatste twee gestimuleerde fracties weer worden vergele 
ken met het gemiddelde van alle gestimuleerde fracties, blijkt dat na 
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langdurige stimulatie ook de uitscheiding per minuut in geringe mute 
afneemt. Voor IgA in alle vier gevallen, voor viije SC in drie van de vier. 
4. Het quotiënt IgA/vrije SC in de gestimuleeule fracties is ten op-
zichte \ an dat van de niet gestimuleeule li acties in alle gevallen aan-
zienlijk gedaald; gemiddeld lot 0,63 maal de waaide in de niet gestimu-
leerde fracties. 
9.2.3 Discussie 
Zoals te veiwachten was blijkt de concentratie van IgA in paiotisvloei-
stof /eer sieik afhankelijk te zijn van de stroomsnelheid. Ook de vrije 
SC; conccntiatie daalt duidelijk bij toenemende stioomsnelheid. Het 
uitscheidingspatioon van beide eiwitten verschilt dus aan/ienlijk van dat 
van het typisch secretoire speekseleiwit amylase, waarvan de concentra-
tie niet of nauwelijks vei ändert tijdens stimulatie. In één geval (M.V.) 
bepaalden we in alle hacties hel totale eiwitgehalte. Dit bleek, in over-
eenstemming met hel ondci/oek van Mandel e.a. (1965) onafhankelijk te 
/ijn \ a n de stroomsnelheid. De concentratie \ a n beide eiwitten is echter 
niet omgekeerd evenredig met de stroomsnelheid. Fr is niet alleen sprake 
van een verduiiningselfecl; de uilscheiding pei tijdseenheid neemt im-
mers toe. De toename van de IgA uilscheiding — /o daar al sprake van 
is — is echtei klein (1,3 x) vergeleken met die лап vrije SC (2,1 x). 
Dc/e vei hoogde uitscheiding tijdens de stimulatie kan een gevolg /ijn van 
een snellere secietie van reeds in de cel aanwezig eiwil, een toename van 
de synthese, een \erminderde terugresorpiie van de gesecieieeule eiwit­
ten of van combinaties \an deze lactoien. F liei bij лак op te mei ken dat 
tie uitschciding van IgA bij alle proefpeisonen minder toeneemt dan 
\an viijc SC: het quotiënt lgA/ \ r i j e SC daalt tijdens de stimulatie ge-
middeld met een factor 0,63. Dit betekent dal het t ianspoii vanuit de 
interstiiitiële ruimte en/of de aanmaak van IgA achteiblijft ten opzich-
te van viije SC, of dat er sprake is van een selectieve terugresoiptie van 
IgA. De laatste veronderstelling is zeer onwaarschijnlijk gezien het veel 
gioter molecuulgcwicht van IgA in vergelijking met dat van SC. Een re-
laiiel achterblijven in aanmaak of t ranspon van IgA is meer plausibel. 
Het in de epilheelcellen gesynthetiseerde SC /al gemakkelijker worden 
uitgescheiden dan het IgA dat vanuit de interstitiële ïu imte wordt 
aangevoeld en daarna het epitheel langs intra- of intercellulaire wegen 
moet passeren. Een steikcie toename in de secretie van in de cellen reeds 
aanwezig eiwit en /o l in de synthesesnelheid van viije SC] lijkt echtei de 
incest waarschijnlijke verklaiing voor de verschillen in de toegenomen 
uitscheiding van IgA en van vrije SC die bij stimulatie van de speeksel-
klieien weiden waargenomen. De secietie cq synthese van SC zal als nit-
scheidingspioduct van de cpitheelc ellen van deze exociiene klieien meer 
ondei de invloed van stimulerende prikkels staan dan die van IgA door 
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de plasmacellen in het inteisi i i ium. 
De uitscheiding лап IgA en лап vrije SC aan het eind лап de siimu 
latieperiocle lijkt iets lagei te woulen. In twee gevallen (H.S. en v.M.) 
weid, na beëindiging лап de stimulatie, een repiesentaüef monstei van 
niet gcstimuleeul speeksel \e ikiegen. De concentialie, zowel als de uit-
scheiding pei minuut лап beide eiwitten was in deze liaclie lagei dan 
in de niet gesiimulceide h acties aan het begin van de pi oef. De/e twee 
gegevens suggeieien dat door langduiige stimulatie лап de speekselklier 
ook in zekeie mate uitputtingsverschijnselen in de uitscheiding van beide 
eiwitten optreden. In dat geval is de conclusie geiechuaardige! dat dooi 
de stimulatie лап de speekselklier лооіаі de secietie en misschien ook 
de s)nthese лап SC in de epitheclcellen en van IgA in de lokale plasma­
cellen toeneemt. 
Uit hel лооіа^аапсіс blijkt dat de secietie en wellicht de synthese лап 
SC door de epitheclcellen \лп de oorspeekselklier ondei іпліоесі van sti­
mulatie toeneemt. Mogelijk geldt dit ook voor het IgA dat door de 
plasmacellen in hel interstit ium woidt gemaakt. Of hieibij een snelleic 
secietie лап in de cel aanwe/ig еіл іі de belangiijkste Гас lot is, dan wel dat 
een toename лап de svnthese de giootste ιοί speelt is uit de waarnemin­
gen niet op te maken. h\ /ijn aanwij/ingen dal dooi stimulatie лап paio-
lisweefsel beide e l ledcn een onalhankelijke ιοί spelen. (Giand en Gioss. 
19f)9). Het ligt builen hel bestek лап dit pioefschiili hiei nadei op in 
te gaan. 
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H О С) F D S Τ U К 10 
Dil I J I T S C I I E I D I N G VAN IgA EN VAN SC JN 
P A R O I ISVEOEIS'I O F BIJ G E Z O N D E P R O E F P E R S O N E N 
O N D E R S T A N D A A R D C O N D I T I E S 
Bij de beantwoording van de piaktisthe \iaag: welk monster moet 
lepiesentatiel gewicht wolden \ooi de beooideling \an tie iiiisthciding 
\an IgA en \an \iije SC in speeksel golden de volgende ov ei wegingen: 
1. De contenu alie van beide eiwitten l luciueeii /eci steik met veian-
deiingen in de stioomsnclheid. 
2. De iiitscheiding per minuut is hieivan veel nnntlei alhankelijk. 
Voor de beooideling is dit dus een beiiouwbaaitlei parametei dan de 
tontent ia i ic . 
3. Plotselinge veiandeiingen in de stioomsnelheid kunnen op de tiit-
scheiding pei m i n u u t een enoime invloed hebben dooi vermenging met 
vloeistol die zith in het dode volume bevindt. Dit el lett /al vooral be-
langiijk /ijn bij lage stioomsnelheid. Bij maximale stimulatie /al dus het 
meest betiouwbare monster wolden ν ei kregen. Bij veiandeiingen in de 
stioomsnelheid moeten de eerste (i ml als niet lepiesentatiel worden be-
sthouwd. 
4. Na een langduiige stimulatie (GO minuten) lijken er uitpuitings-
verschijnselen op te treden. Voor de meest betrouwbaie monsteiname 
moet de stimulatie niet te lang worden \ooiige/et. 
Conclusie: De uitscheiding pei m i n u u t is de beste paiametei vooi de 
beoordeling van de uitscheiding van IgA en van \iije SC in paiolisvloei-
stol. In de pei iode 15-25 minuten na het begin van maximale stimulatie 
wordt het optimale monsici opgevangen. 
Om te komen lot een beooideling van de uitscheiding van IgA en van 
viije SC in paiotisvloeislof, die lepiesentatiel is voor de pioeipersoon, 
moet dit ondei/oek als volgt woulen uitgevoeid: 
Het с tipje woidt aangebiatht op cle u i lmonding van de gang van Sten-
sen. De speekselklieren woulen gestimulccid door vooitdiueiid op diop-
jes ie kauwen. 
Na 15 minuten woidt geduiendc pieties 10 minuten de parotisvloeislof 
opgevangen. 
Het volume woidt door weging bepaald (s.g. = 1,00). 
Het monster wordt bij -30°C bewaard. 
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I ml woiclt ± t ienmaal geconcentreerd. 
De concentro ingsfactor wordt nauwkeuiig bepaald. 
De concentiatie van IgA en \an \iije SC worden met de R I D methode 
bepaald. 
De monsteis werden algenomen bij gezonde kinderen (leeftijd 7-15 
jaar) en bij \olwassenen. Ken indeling naar de leeltijd werd Ilici bij niet 
gemaakt. Uit het onderzoek van South e.a. (1908) blijkt immeis dat de 
IgA concenti atie in gestimuleeide speekselmonsters viijwel onafhanke­
lijk is van de leeltijd tussen 3 en 20 jaar. Seiner e.a. (1968) \ondcn in 
gesiimuleeide paiolisvloeistot bij zuigelingen een IgA (oneentralie die 
op de leeltijd van 29 dagen in 9 2 % van de ondcizochte kindeien reeds 
I alici 24 l'itsdieiding \nu Ig \ cu \aii SC πι golimiilri idc paiotis\locisLol ornici 
slaiulaaukoiKlitio, l)ij l.'i noi nule pioclpci-.oiicii 
Procf- Stioom- IgA Vrije SC I ot SC Viijc SC 
peisoon snelheid mg/1 μβ/ηιίιι m S / ' Ц В / т ' п H-R/"1111 |
 ()( SC 
ml/uur 
M. I.. 
P.E. 
J.B. 
λ. В. 
Η к. 
N.B. 
F.H 
P.N. 
M V . 
W.N. 
F S 
H. S 
\. M.» 
ν. M.* 
gciiiiddc 
waarde 
SD 
38,4 
21,0 
39,8 
62,3 
40,4 
22,1 
40,0 
73,0 
4!),-) 
35 7 
28,<J 
40,4 
C9 
G3 
:1de 
48 
1G,5 
l i 
18 
48 
30 
2Ί 
33 
29 
29 
47 
43 
33 
27 
37 
13 
3") 
9,7 
10 
20 
31 
32 
17 
12 
19 
33 
39 
2G 
IG 
18 
42 
43 
26 
11,3 
9,5 
5,5 
9,3 
3,3 
10,4 
11,0 
8,0 
4,5 
2,2 
G,0 
7,3 
6,0 
5,8 
4,7 
G,7 
2,7 
6,1 
22 
6,2 
3,4 
7,0 
4,0 
5 3 
5,5 
1,8 
3,6 
3,6 
4,0 
6,7 
4,9 
4 6 
1,6 
7,8 
5,7 
11,6 
8,9 
9,9 
6,1 
8,6 
11,5 
8,6 
8,1 
6,4 
7,2 
14,0 
12,4 
9,1 
2,3 
78 
39 
33 
38 
71 
63 
G2 
18 
21 
44 
3G 
55 
48 
40 
51 
15 
Σίχ. - χ,) 2 SD =
 4/ — '' 4
 η - 1 
• Dezelfde proefpersoon. De monsters werden afgenomen met een mssenpoos \an 
4 dagen 
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de volwassen waarde had bereikt. Na 43 dagen was dit 97%. De ontwik-
keling van de locale IgA productie verloopt blijkbaar veel sneller dan 
die welke wordt weerspiegeld door de IgA concentratie in plasma. De/e 
auteurs concluderen dan ook dat een eventuele IgA deficiëntie het 
snelst kan worden gediagnostiseerd door een IgA bepaling in parotis-
vloeistof. 
De resultaten van ons eigen onderzoek staan vermeld in tabel 24. 
Wij berekenden ook de totale uitscheiding van SC] als som van het vrije 
en het aan IgA gebonden SC. Hierbij werd verondersteld dat het SC ge-
halte van 11 S exocrien IgA 17,4% bedraagt (mol. gew. SC: 67.000; IgA: 
385.000) en dat al het uitgescheiden IgA in de/e verhouding SC bevat. 
Dit laatste is slechts bij benadering waar. Mestecky e.a. (1970) toonden 
aan dat van de polymère fractie van IgA in colostrum tenminste 88% 
anti-SC Op) 
O, ι o 
Figuur 61. Immunodiffusie experiment niet toepassing 
van immunoselectie op basis van anti-SC (i.p.). 
1 t/m 8: fracties van de eerste piek na Sephadex G 200 
gelfiltratie van ontvette en van caseïne bevrijde moe-
dermelk; fracties 9 t /m 10 zie fig. 33, blz. 7fi. 9: anti-a 
antiserum. Anti-SC (i.p.) in de plaat. 
In alle fracties van de eerste piek is IgA aantoonbaar, 
dat niet aan SC, is gebonden. 
de secretoire component bevat. Met de immunoselectiemethode van 
Ràdi (1970) konden wij in de polymère IgA fractie van moedermelk 
met zekerheid IgA aantonen dat niet aan SC is gebonden. Fig. 61. De 
berekende totale uitscheiding van SC is vermoedelijk dus te hoog. Niet-
temin valt op dat van het SC gemiddeld meer dan de helft in de vrije 
vorm wordt uitgescheiden. Er is dus een grote „overproductie" van SC. 
De individuele verschillen zijn echter groot, de spreiding in ons mate-
riaal bedroeg 21-78%. 
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Jn gcsiimiilceicle paiotisvloeistol \ouden wij een IgA contenu alie die 
/eer goed oveieenstemde met de waaide die door Biandt /aeg (197l,r) 
weid opgege\en: 37 mg/ l (SD = 12). Voor viije SC^  vond de/e auteiu 
echter een concentratie van 12 mg/1 (SD = 7). Dit is bijna tweemaal 
/o lioog als on/e waaide. Zijn bepalingen waren echter geslandaauli-
seerd ten op/iclite van één on /u i \ e r SC prepaiaat . Vooi de geconstateer-
de \e iomreinigingen \ a n 7 S IgA, albumine, IgG en lactoleiiine werd 
een collectie aangebiacht. 
De absolute uitkomsten van bepalingen met de R1D methode zijn la-
ger naarmate de standaard minder verontreinigd en/of minder gede-
natureerd is. λ\'^ menen dan ook op grond van de criteria van zuiver­
heid en het niet gedenatuieerd zijn waaraan de door ons geïsoleerde 
vrije SC voldoet (hooldsluk 5) dat on/e resultaten als meer betiouwbaai 
moeien wenden beschouwd. 
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H O O F D S T U K 11 
DL· L O C A L I S A T A VAN SC IN M E N S E L I J K E J E J U N U M B I O P T E N * 
11.1 IM.HDING 
Het onder/oek naar tie localisatie van SC — al of niet gebonden aan 
IgA — met behulp van een lluotescerend anti-SC antiserum, heeft niet 
tot gelijkluidende resultaten geleid. De bevindingen van Tornasi е.a. 
(H)65) van een positieve lluoiescentie van het apicale deel van de epi-
theekellcn van acini en ductuli van de gl. parotis werden bevestigd en 
iiitgebieid ook voor andcic exocriene klieren: gl. sub-maxillaris, pan­
eleas, /weetklieren en bionchiaalkliercn (Tourville e.a., 1969: Rossen 
e.a., 19(38; Martinez-Tello e.a., 1968). Ook in de wand van d u n n e en 
dikke darm weid fluorescentie waargenomen (Heiemans en Ciabbc, 
1967; Ballieux e.a., 1969; T o m ville e.a., 1969; Tornasi, 1970). Het aspect 
van de localisatie woult soms beschreven als granulan', soms ook als ho­
mogeen. Door Rossen e.a. (1968) en Jacobs e.a. (1968) werd met lluo-
resceiend anti-SC antisetum een positieve fluorescentie waargenomen 
van plasmacellen in het interstitiële weefsel van de speekselklieien. 
T o m ville e.a. (1969) vonden dat de muceu/e cellen van de speekselklie-
ien sterker lluoiesceien dan de scieuze. In de darm /agen /ij vooial de 
slijmbekercellen /eet sterk lluoiesceien. Heremans en Crabbé (1967) 
vonden dit echter niet. Zij konden met een goed geabsoi beerei anti-SC 
antiseium nauwelijks lluoiescentie in het claimepitheel aantonen. 
Ongetwijleld spelen vooial de kwaliteit van het gebiiiikte lluoieste-
rende antiseium en — /oals uit ons onderzoek blijkt — de lixatiemelho-
de van hel weelsel een essentiële rol bij de beooideling van de/e proe-
ven. Ook lluoiescentie ten gevolge van bloedgioepantigenen en diverse 
weelselanligenen kunnen tot loutieve interpietatie aanleiding geven. De 
specificiteit van anti-SC antisera werd in hooldstuk 3 bediscussiëeul. 
Hieiui i bleek dat anti-SC antiseia veikregen na absoiptie met NHS van 
antisera gei i tht tegen exotrien IgA, niet met voldoende /ekeiheid als 
speiilick voor SC kunnen wolden beschouwd. 
Ons anti-SC (i.p.) antiseium voldoet aan de bij/ondeie eisen van spe-
tifititeit en heelt bovendien een hoge titer aan antistollen die speciliek 
* Dit deel van liei oiulcizock »citi omlei Mipcuisie \.m Dl. N \. |. Mul uilgcwicid 
dooi Dis. L. 1·' M de Boei op hel lahoialoiuim \ooi lniniiinoc henne \an de Rijks 
iinneisiteil ie Unecht. 
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/ïjn \ooi hei \ ι ij с SC In pnncipe kan met een dei gelijk antiseiuni de 
specilieke localisatie \an viije SC in de cel wolden bestiideeul O p de/e 
mogelijkheid weid dooi liallieux e.a. (1%1)) ïeeds gewe/en 
11.2 MV11R1AAL ι Ν MI гноиьл 
Het ondei/oek weid uiige\oeid met 15 menselijke jejiinuinbiopten 
De/e weiden \eikiegen met behulp van een Ciosby capsule (10 cm \ooi 
bij Treil/) T. ïen biopten weiden gehxeerd zoals dooi bidelmann en 
Beischaiiei (1904) weid aangegeven. 4 nui in tienmaal veidunde ioiniol-
oplossing 40% bij 4 C, ge\olgd dooi een behandeling met een 30% sa-
cióse oplossing gediuende de nacht De/e biopten weiden daarna in een 
met ïsopentaan ge\ulde vingei van een plastic wegweijmandsthoen ge-
dompeld, bevioien in vloeibaie stikstol en bewaaid bij -70 C. Met een 
\ i ïesmiciotoom weiden coupes van 4 и gesneden 
De \i | l oveiige biopten weiden niet gelixeeid maai onmiddelh |k na het 
biopteien mgevioien Na het snijden van de biopten weiden op de cou­
pes velschillende livaties uitgevoeid (aceion, methanol, loimol en aeiha 
nol-a/ijn/uui) die m dit hooldstuk nadei bespioken /uilen woulen 
Als antiseium gebiuikten we een anti SC (ι ρ ) aiitiseium (K5(>) D u 
aniiscium had naast een /eei hoge titei aan antisiollen gelicht tegen de 
I-deleiminant van vnje SC, ook een ïcdelijkc mei tegen de gemeen 
schappelijke deteiniinanien van \iije en aan JgA gebonden SC. Hel anti-
seium weid geconjugeeid met tluoiesceineisolhiocyanaat ( F l I C ) volgens 
de methode van T h e (1%7) Het weid daaina achteleenvolgens geabsoi-
beerd aan acetonpoedei van laltclevei en van koni]iiedunnedaini en aan 
schimmen („ghosts") van menselijke А, В en O ei^thiocyien 
Het geconjugeeide antiseium weid steeds in de chiede ïmmunofluo-
ïescentiemelhode geblinkt De coupes weiden hieivooi gediuende 30 mi-
nuten gespoeld in PßZ / e weiden ingesloten m een mengsel van geh|ke 
delen glyceiol en PBZ en konden na het beooidelen \лп de lluoiescen-
tie nog enige tijd bij -70 С bewaaid blijven. De lluoiesccntie weid bcslu-
deeid mei een Leitz oi tholux lluoiescentiemicioscooji (exitatielilter 
KG1, speilil tei К 460) 
11 3 lXPLRIVItNTtN IN RISLI TAIFN 
Bij de 10 m toi mol gefixceide biopten weid na incubatie met hei ge-
conjugeeide anti SC antiseium nooit enige positieve lluoiescentie waai-
genomen, hoewel de/ellde i ixatiemethode volgens Touivi l le e а (1%<)) 
wel goede ïesullaien opleveide bij aantonen van SC in velschillende 
weelsels (paiotis, colon, paneleas, /weetkliei). Mul (peisoonli)ke me 
dedehng) had in eeideie expei mienten mei ïmmunolluoiesrentie op SC 
goede ïesultalen veikiegen met een acetonhxatie the ook dooi Mai ime/ 
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Tello e.a. (1968) werd toegepast. Coupes van ongefixeerde ingevroren 
darmbiopten werden gedurende 10 minuten in aceton gefixeerd (kamer-
temperatuur) . Na incubatie met het fluorescerende anti-SC antiserum 
vertoonden de/e coupes nu een zeer heldere fluorescentie in de epitheel-
cellen van de krypten van Lieberkühn. De fluorescentie wordt zwakker 
in de richting van de toppen van de darmvlokken. Het epitheel van de 
top van de vlokken fluoresceert in het geheel niet. Figuur 62 toont een 
doorsnede van een krypte uit een dergelijke coupe. In figuur 63 is dezelf-
Figuur (І2. Coupe van jejunumweefsel na directe immunofluorescentie met FITC 
gekoppeld anti-SC. (i.p.) antiserum. Dit antiserum had een zeer hoge tiler aan anti­
stoffen tegen de [-determinant van vrije SC en een lage titer tegen de gemeenschappe­
lijke antigene determinanten van vrije en aan TgA gehouden SC. 
de krypte afgebeeld in een haematoxyline-eosine nakleuring. Alle epi-
theelcellen fluoresceren, met uitzondering van de slijmbekercellen die 
absoluut negatief zijn. Dit is in tegenstelling met de resultaten van Tour-
ville e.a. (1968), waar juist de slijmbekercellen de helderste fluorescentie 
vertonen. Binnen iedere cel is de fluorescentie duidelijk geconcentreerd 
in een gebied vlak „boven" de celkern, de plaats waar het Golgi apparaat 
van de cel gelegen is. De rest van het celplasma vertoont een egale fluo­
rescentie vanaf de apicale zijde van de cel tot basaal van de kern. In de 
slijmlaag apicaal op de epitheelcellen is de fluorescentie vaak weer iets 
sterker dan in het direct daaronder gelegen plasma. De basaalmem-
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Figuur 03. Dezelfde coupe als afgebeeld in fig. 62, na haematoxylïne — eosine na-
kleuring. 
braan en de plasmacellen in de lamina propria vertonen beslist geen 
fluorescentie. Dit karakteristieke fluorescentiepatroon („stippenpatroon") 
werd bij alle in aceton gefixeerde coupes gevonden. Het feit dat dit stip-
penpatroon /o duidelijk werd waargenomen bij acetonfixatie zou het ge-
volg kunnen zij η van een fixatie-artefact. Daarom werden behalve de ge­
noemde aceton- en 4-uur-lormollixatie nog enkele andere fixaties uitge­
voerd. Tabel 25 geeft hiervan een overzicht. Hieruit blijkt dat de stip-
penstructuur niet alleen te zien is na acetonfixatie, maar dat ook de in 
10% formol gefixeerde coupes hetzelfde patroon vertonen. Naarmate 
echter langer wordt gefixeerd neemt de fluorescentie af. Na twee uur 
fixeren is de fluorescentie vrijwel verdwenen. Geconcludeerd moet wor­
den dat tijdens formolfixatie het SC wordt uitgespoefd of dat de speci­
fieke antigene determinanten van SC worden gedenatureerd. 
Na methanolfixatie zoals die door Crabbé en Heremans (1966) werd 
toegepast /agen wij slechts een zeer vage fluorescentie zonder duidelijke 
stippenstructuur. 
Na fixatie in aethanol-azijnzuur, een methode die gebruikelijk is voor 
beenmergpreparaten (Hijmans e.a., 1969), werd na incubatie met het 
fluorescerende anti-SC antiserum geen fluorescentie gezien. 
Het is dus gebleken dat de karakteristieke stippenfluorescentie alleen 
te zien is na acetonfixatie en korte formolfixatie en niet na lange for-
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Tabel 25. Overzicht van de resulialcii van velschillende fixalicmethoden bij het 
immunofluoiescentic onderzoek van SC in jejunumbiopten. 
Aantal 
biopten 
10 
4 
1 
2 
2 
1 
1 
I 
Fixatie vóór 
invriezen 
4 uur formol 10 % 
15 min foimol 10 % 
Fixatie ná 
inviiczcn 
10 min. aceton 
10 min. aceton 
r> min. methanol 
15 min. 95 % methanol 
5 % azijnzuur 
30 min Ιυπηοΐ 10%, 
fiO min foimol 10% 
120 min foimol 10";, 
Fluorescentie 
negatief 
+ + + (dippen) 
+ + (stippen) 
± (egaal) 
negatief 
+ + (stippen) 
+ (stippen) 
ь^ 
molfixatie, na aethanol-azijnzuui- en na methanolfixatie. Hierbij valt nog 
op te merken dat tie Immunoglobulinen goed bestand /ijn tegen de laat­
ste drie fixatiemethoden terwijl de fluorescentie van plasmacellen na 
acetoniixatie ¿eer matig is. 
Om enige zekerheid te verkrijgen omtrent de specificiteit van de 
fluoiescentie, werden de volgende blokkerings- en absorptieproeven uit-
ge\oeul: 
1. Coupes van twee verschillende biojJten werden geduiende 30 minu-
ten gepieïncubeerd met het niet geconjugeerde anti-SC (i.p.) antise-
rum. Na de hierop volgende incubatie met het geconjugeerde antiserum 
was er geen fluoiescentie waarneembaar. 
2. Coupes van dezelfde twee biopten werden nu geïncubeerd met een 
ander niet geconjugeerd anti-SC antiserum. Dit antisetum was van het 
klassieke type en had alleen antistoffen tegen de gemeenschappelijke 
antigene determinanten van vrije en gebonden SC. Na incubatie met het 
geconjugeeide anti-SC (i.p.) antiserum bleek de stippenlluorescentie — 
zij hel minder sterk — nog aanwezig te zijn terwijl de fluorescentie van 
het celplasma was verdwenen. Dit zou een aanwijzing kunnen zijn voor 
het leit dat de slippen vlak boven de celkern voornamelijk vrije SC be-
vatten, terwijl de fluorescentie in het celplasma wordt veroorzaakt dooi 
aan JgA gebonden SC. 
3. Het geconjugeerde antiserum werd 30 minuten geabsorbeerd met 
een gelijk volume van een oplossing van geïsoleerde SC (5 mg/ml). 
Na incubatie met dit geabsorbeerde antiseium was geen üuoiescentie 
waarneembaar. 
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J 1.4 DISCUSSIF 
Hct door ons gevonden iluoiesceniiepatroon, verkiegcn η a incubatie 
\an je junumroupes met het met F1TC gcconjugeeicle anti-SC (i.p.) anti­
serum, wijkt in \crschillende opzichten al van de beelden die dooi ánde-
le aiiteuis /ijn beschreven. 
O p de eerste plaats vinden wij nooit enige iluoiescentie van de slijm-
bekei cellen. Dit is in tegenspiaak met de resultaten van Toni ville е.a. 
(196D) die met name de slijmbekeicellen in het colon sterk positief von­
den. Een tweede bij/ondeiheid die bij ons ondeizoek naar voi en kwam 
is de scherp gelocaliseeide iluorescentie op de plaats waar zich het Golgi 
appai aat van de cel bevindt. De/e localisaüe werd niet eerder beschie-
ven. Steeds wordt gespioken o\er een homogene ol een enigszins gianu-
laiie Iluoiescentie in het apicale celgedeelie in de epitheelcellen (To-
rnasi e.a., 1965; Heiemans en Ciabbé, 1967; Ciabbé en Heiemans, 196!) 
en Ballieux e.a., 1969). 
De interpretatie van immiinolluorescentie beelden dient steeds met 
de grootste voorzichtigheid ie geschieden. In de eeiste plaats is er hel 
probleem \ a n de lixaties. De 4-uui-formollixatie van Eidehnanii die 
T o u n i l l e gebinikte bij het aantonen van SC gal in ons onderzoek be-
slist negatieve ïesnltaien. Met de methanoll ixatie, die door Ciabbé en 
Heiemans weid gebruikt, was in ons onderzoek het resultaat dubieus 
(zeer zwakke Iluoiescentie). De lixatie die wel goede ι esulta ten gal (ace-
tonlixatie op de coupe) werd dooi Tornasi e.a. (1965) gebruikt voor het 
ondeizoek лап paiotisweersel. Zij namen een egale Iluoiescentie waai in 
de acinaire en duciulai ie epitheelcellen. 
Het feit dai wij bij een korte toimolfixatie hetzelfde sl ippenpatioon 
vonden als na aceionlixatie spieekt tegen een lixatie-aiielact en wij vei-
oruleisiellen dan ook dat onze waai nemingen op een ïeéle basis be-
i usten. 
In de tweede plaats wordt in de l i teratuur bij heihal ing gewaai-
schuwd tegen aspeeificiteit van vele anti-SC antisera (o.a. Heiemans en 
Ciabbé, 1967 en Tornasi, 1970). Antistolfen legen lacloleriine, lysozyme 
en tegen bepaalde slijmsiollen (α.,-mucosal component) kunnen in deze 
amisela vooikomen en aspecifieke fluorescentie veroorzaken. Het feil 
dat de slijmbekercellen in ons onderzoek ondei geen enkele omstandig­
heid Iluoiescentie vei toonden duidt erop dat hei gebiuikte antiseium 
geen antistoffen tegen slijmstolfen bevatte. Dat Touivi l lc e.a. (1969) wel 
een steike fluorescentie \an de slijmbekercellen waarnamen zou wellicht 
verklaaid kunnen worden door de combinatie \an de door hen gebruikte 
lormollixatie en een niet geheel specifiek anti-SC antiserum. Zoals wc 
zagen neemt immeis door loimollixatie de aantoonbare hoeveelheid SC 
steik af. Om toch een z k h t b a i e fluorescentie te \ ei krijgen zal dan een ge-
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concentieei(I geconjiigeeicl antiserum moeten vvoulcn toegepast. Dat be-
tekent eclitei dal de contenti alie van eventuele veiontieinigingen (anli-
stoflen tegen laclolei line, lvso/yme, slijmstollen, bloedgroepsubslanties 
en niet via immunisaiie opgewekte antistoflcn) ook veel hoger worth. 
Hieulooi kan de aspetilieke lluoiescenüe even steik of /ells stcikei wol-
den dan de lluoicscentie veiooi/aakt dooi de weinige intacte SC mole-
culen. 
De gelocalisecide iluorestenlie met het anti-SC (i.p.) antiserum op de 
plaats van het Golgi appaiaa t geelt aanleiding lot de volgende ovei-
wegingen. 
Het Golgi appaiaat , waarvan de betekenis tot voor kort onbekend was, 
lijkt volgens het ondei/oek o.a. van de gioep van LeblontI een essen-
dole ιοί ie spelen bij de aanhechting van koolhythaten aan de van de 
ribosomen komende pol)pept iden. (Voor een ovei/ichl van dit werk /ie 
Neu ti a en Leblond, 1909). Met elctironcnmicroscopische autoiadiogra-
lie weid dooi hen cle tijdsafhankelijke localisaiie van : ,H-glucose in de 
verschillende organellen van slijmbekercellen uit de darm bestudeeul. 
Binnen 15 minuten na de iniraveneu/e toediening van ; iH-glucosc — 
precuisoi voor het koolhydraatgedeelle van de glycoproteïden — werd 
een volledige localisatie van ïadioactiviieit geconsiateeid in het Golgi 
appaiaat . Van hieiui l veiplaatsle /ich tie ïadioactivileii naar de secie-
toiie vesícula om vervolgens de cel ie \e i la len . Ook de gl)coproteïden 
die de „cell coat" vormen waaimee de miciovilli van darmccllen bedekt 
/ijn woiden volgens het/ellde ptincipe gesynthetiseerd (o.a. I to, 1909 en 
Bennett, 1970). Een/ellde verloop weid beschreven voor parathyieoid-
cellen dooi Nakagami e.a. (1971). De/e onder/oekeis pasten twee ïadio-
actiet gemerkte precursois toe: aH-tyrosine voor de bestudering van hei 
glytoprote'ule vanaf; de polypeptidesynthese en :1H-galactose ν ooi hel 
koolh)draaigcdeelie. Reeds 2 minuten na intraveneu/e toediening van 
: iH-tyiosine werd een vrijwel selectieve localisatie gezien van radioactivi­
teit in het ruwe endoplasmatisch ïet iculum. Na 5-10 minuten was hel 
gioolsie gedeelte van de ïadioactiviieit naar het Golgi apparaat ver-
plaatst. Na 20-30 minuten verscheen er ïadioactiviieit in de secietoire 
vesícula en na 45-00 minuten vermindcide de totale ladioatt ivitei l van 
de cel, als leken van de uitscheiding van het gesynthetiseerde eiwit. 
•
JH-galactose was binnen 2 minuten na int iaveneu/e injectie uitsluitend 
terug te vinden in het Golgi appaiaat . Van daaruit werd in eenzelfde 
tijdschema als voor ;1H-tyiosine de/elfde toute binnen de cel gevolgd. 
De ondei/oekingen van Meltheis en Knopf (1907) over de synthese 
van liclite-keten-eiwii door een bepaald mui/eplasmocyioom, wij/en naai 
een snelle svnthese van de polypeptideketen in de microsomale fractie 
en een daaiopvolgende aanhechting van koolh)dralen in hel cyloplasma. 
Tussen de snelle synthese van de polypeptideketen en het moment van 
secietie ligt een tijdsveiloop van 1 à 2 uur. Na toevoeging van 14G-
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glucose woi dl er cc hier zeei snel ïadioacüef eiwil geseceineerd. De 
ailleurs wij/en er bovendien op dat het koolhydraatgehalte \ a n het dooi 
de plasmacellen gesecerneerde glycoproteïde hogei is dan van hel /ich 
binnen de cel bevindende eiwit. Zij verbinden aan hun waarnemingen 
de hypothese dal het koolhythaat noodzakelijk is voor de uitscheiding 
van het glycopiote'ide. Deze waarnemingen sluiten fraai aan bij die лап 
de eleclronenmicioscopische studies. Afgaande op de gegevens van Naka-
gami is tijdens de synthese van de glycoproteïden een localisatie van 
eiwit ie vei wachten in de Golgi zone door de ïelatief lange tijd die nodig 
is vooi de sequentiële aanhechting van koolhychaien aan het polypepti-
de. 
Hel feit dat in onze immunolluorescentie studie het SC steik gelocali-
seeul is in het gebied van hel Golgi appaiaa t is ei een diiccte aanwijzing 
vooi dal SC] beschouwd moet worden als een secretoh eiwil en dal de 
epiiheelcellen uit de krypten van Lieberkuhn dus een duidelijk sccie-
toirc functie hebben. 
De gevonden localisatie van SC in het Golgi appaiaat zou nog beves-
tigd kunnen wolden met een mei peroxydase ol met len i t ine gemei kt 
anli-SC antiseium. Mei electronenmicroscopisch onderzoek kan dan de 
localisatie mei absolute zckeiheid worden vastgesteld. 
Dat met het anli-SC (i.p.) antiserum deze localisatie zo fraai wouli 
gezien, teiwijl met een anti-SC antiserum waarin de specilieke antistof-
fen tegen de I-delerminant ontbreken dit veischijnsel niet woidt waar-
genomen, kan erop wijzen dat de fluorescentie in het apicale cytoplasma 
vooral samenhangt met aan IgA gebonden SC. Hiervoor spreekt ook de 
verdwijning van de lluoiesceniie in het apicale gedeelte na vooialgaan-
de incubatie van de coupe met het klassieke anli-SC antiserum. Voor-
lopige proeven met een rood fluorescerend anti-α antisei urn gecombineerd 
met het groen fluorescerende anli-SC (i.p.) antiserum wijzen in dezelkle 
richting. De stippen zijn helder gioen en het celplasma neemt een meng-
kleur aan. Wanneer alleen anti-α antiscrum woult geappliceerd is er 
een rode lluoiesceniie waaincembaai in de epitheelcellen aan de lumi­
nale zijde. Deze waarnemingen wijzen in de richting van een inuacellu-
lair t ianspoi l van IgA vanuit de interstitiële ruimte naai het lumen 
van de secerneiende cel. 
1 1.5 SVMI NVVl 1INC 
Immunolluorescentie met behulp van FJTC geconjugeerd anli-SC 
(i.p.) antisei urn op je junumbiopten, gaf een zeei karakteiistiek beeld. 
Behalve een egale lluoiesceniie in het apicale gedeelte van de cellen 
van de kiyplen van Lieberkiihn, werd een scheipe localisatie gevonden 
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vlak bo\cn de kein in het celgedeelte waai in /ich hei Golgi appai aal 
bevindi. De/e localisaiie werd nog niet eeider bese hieven. Het is on-
waaischijnlijk dat er spiake is \ a n een fixatie-artelact, omdat het/elfde 
pauoon \erkregen weid na twee \erschillende lixatiemethocles. 
Uit de/e waarnemingen weid geconcludeerd dat het SC een secretoir 
eiwit is en dat de cellen uil de krypten van Liebeikuhn een duidelijk 
secrcloire functie hebben. De/e functie gaat blijkbaar veiloten naai-
mate de cellen opschuiven in de richting \ an de top van de villus. 
De slijmbekercellen vertoonden absoluut geen fluorescentie in legen-
stelling tot de bevinding van Tourvi l le e.a. (1969) die de/e cellen juist 
zeei steik /agen lluorcsceien. Veimoedelijk is dit toch te wijten aan een 
aspeeilieke lluotescentie. 
Uil het vetkiegen tliioiescentiepairoon en uit vooilopigc proeven met 
een geconibineeule lluorescentie op a-keiens en op SC /ijn aanwijzingen 
verkiegen die duiden op een intiacellulair transport van IgA door de 
epitheelcellen. 
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S A M E N V A T T I N G 
De aanleiding lot dit onderzoek was de Maag ot het door Tornasi е.a. 
(1965) ontdekte eiwit, waai op zich antigene determinanten bevinden die 
het secretoiie IgA immunologisch ondeischeiden van serum IgA, niet al­
leen bij kindei en en bij volwassenen met een IgA delicien tie, maar ook 
bij noi male volwassenen als \iij polypeptide in externe secreta voorkomt. 
Wij ondei zochten h i e n o o r moedermelk, omdat wij uitgingen лап de 
verondeistelling, dat in dit secieet van een zeer acüe \e klier de kans op 
het vooikomen van \i i je SC ienge\olge \ a n een ie la t ic \e o\erpioductie 
giooi is. In hootdsiuk 2 woidt beschieven dat in moedermelk indeidaad 
viije SC woull uitgescheiden. Dit \ i i je SC blijkt een exiia antigene deiei-
minanl ie bevatten die in de aan IgA gebonden лопп waai schijnlijk 
eveneens vooikoini maai hierin niet beieikbaar is (I-deteiminant). Daai-
naasl is in moedeimelk dc/e de lc iminant ook aanwezig in een giooimole-
culaii eiwit waai in geen α- en ir-ketens kunnen woulen aangetoond. 
In hooldstuk 3 woidt de beieiding en de speciliciteil \ a n anli-SC anli-
seia bespioken. Uit theoretische overwegingen en op g iond van liteia-
tuiugege\ens en \an in dit hooldstuk beschreven experimenten woidt 
geconcludeeid dat de klassieke anii-SC antisera (met N H S geabsorbeeide 
antiseia veikiegen door immunisalie met exocrien IgA) omoldoende 
zekeiheid bieden wal bettelt speciliciteit л oor SC. Door immunisalie met 
immunoprecipi iaten \an \iije SC — \eikregen door lineaire dubbelgel-
dillusie — kon een anti-SC anriseium worden beieid dat niet meei be-
hoell te worden geabsorbeeid. Dit anü-SC (i.p.) aniiserum be\a t een 
hoge titei aan antistollen gei ¡cht tegen de I-detei minant . 
Van dit aniiserum werd door polymeiisatie met chlooiaeiliyltoimiaat 
een immunoadsoibens gemaakt. Hooldstuk 4. Hieimee kon u i j e SC 
ïcchtsiieeks wolden geïsoleeul uit een door gellilt iatie van moedeiinelk 
\erkiegen SC-rijke iiactie. Hooldstuk 5. De verwijdering \ a n lacioleuine 
uil het uitgangsmateriaal dooi adsorptie aan gepolymei iseeid albumine 
en dooi gebtuikmaking \ a n een antilaclolerrine immunoadsorbens wordt 
besproken. De geïsoleeide viije SC gechaagt zich tijdens polyacrylamide-
gcl electiolorese als een homogeen eiwit. Ook in de ultracenlriluge en bij 
immunochemisth ondeizoek weid geen heterogeniteit geconstaieeid. 
Jn hooldstuk 6 woidt de bepaling van het molecuulgewichi en de 
aminozuur- en de koolh\draalsamenstell ing \ a n het geïsoleeide eiwit 
vernield. Mei de Sephadex G 200 gelfiltratie methode weid voor het 
molecuulgewicht van viije SC, zoals dit \oorkoml in moedei melk, 110.000 
gevonden. Vooi het gcïsoleeule eiwit was deze waaide 105.000. De mole-
culaiie ahnetingen \ e iande ien dus tijdens de isoleringspiocedure niel. 
Met de verkoite Archibald methode werd een gemiddeld molecuulge-
wicht gevonden van 66.000 vooi drie \erschillende pieparaten. 
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Uit sedimentatie- en clillusie experimenten vonden wy vooi de res-
peciie\e]ijke coélliciénten van viije SC, s°äo.« = 4,3 S en D°¿o „ = 5,Gfi 
10". (m- sec ' . Hic iu i t weid een molecuulgewicht beiekend \ an (Í7.00Ü. 
Bij tie amino/i iuranal)se was hel opvallend dat methionine ontbrak. 
Het koolhydraatgehalte bediocg totaal 11,6%. Bij de gaschromatograli-
sche analyse was N-aretylgalactosamine niet aantoonbaai . 
In hooldstuk 7 worden hel principe en een eigen modilicatie van de 
radiale immunodilfiisie (RID) methode best hieven. De betronwbaaiheid 
\ an de methode weid geanalyseerd waarbij de invloed werd nagegaan 
\ a n alleeslonten, pipeileeifouten en inhomogenileil van de plaat en het 
gebiuik van een gelyolyliseerd standaaulseruni op de uiteindelijke bepa-
lingsnauwkeui iglieitl. 
De problemen omirent de absolute bepaling лап de IgA content iat ie 
mei R I D woiden bespioken. Het \ooi tie ijking nood/.ikelijke IgA weitl 
/owel uil gemengt! noimaal sei urn als uit moetleimelk gc'isoleeul. De gc-
binikte methotles en tie t i i ie i ia \oor tie /uiveiheitl \an de prepaialen 
wol tien aangegeven. 
Voor het conteni ie ien van \loeistolfen tlie te lage eiwittontentiat ies 
bevallen voor een dirette R I D bepaling werd een methode ontwikkeld 
tlie in seiie toepasbaar is en waatbij geen eiwiiveilie/en tlooi adsoiptie 
en geen denaui ie i ing plaatsvinden. Hoofdstuk 8. 
De kwantitaiie\e aspecten van het voorkomen van IgA en van SC in 
een extern seti eet weiden in paiotisvlocistof bestudeerd. 
In hoofdstuk 9 woidt ile kwantitatieve uilscheiding van IgA en \iije 
SC en tie onderlinge veihouding hiervan in parotisvloeisiol bestudeerd 
ondei velschillende stroomsnelhetlen. Bij toenemende stroomsnelheid 
van de parotisvloeistoi neemt tie concentratie van beitle eiwitten af, de 
uitstheitling pei minuut neemt ethici toe. De uitschciding van SC neemi 
steikei toe dan tlie van IgA. O p de betekenis hieivan wordt natlei in­
gegaan. 
Uit tie waarnemingen bcschicven in hooldstuk 9 wei tien tie gunstigste 
pioclomstandigheden vastgesteld vooi het \ci/amelen van een speekscl-
monsiei dat ïepiesentatici is vooi de proefpersoon. De ïesultaien van 
een ondei/ock naai de uitstheitling van IgA en van SC onder tle/c stan-
tlaaitltontlities /ijη vermeld in hoofdstuk 10. 
In hooldstuk 11 weid met de diiccle immunol luorestent ie teihniek 
met behulp van het met ГТГС geconjugeerde anti-SC (i.p.) antiseium 
een ondei/oek ingesteld naai het vooi komen van SC in jej i inumbiopten. 
Kr weitl hieibij een dilluse fluorestentie ge/ien in tie epitheelcellen 
van tic k i )p icn van Liebeikühn tlie afneemt in de l ichting van tie toppen 
van tie villi. Zeei opvallenti is tie uitgespioken localisalie in dat gedeelte 
van de cel waai / i th het Golgi apparaat bevindt. Ovei de betekenis van 
tle/e waarneming woidt gediscussieerd. 
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Ι Ή Ε SECRETORA C O M P O N E N T 
An immunochemical investigation. Isolation, sonic p iopenies and 
the occurrence ol this piotein 
SUMMARY 
This study was initiated b\ the discovery ot a protein by '1 omasi а.о. 
(19(i5), which canies antigenic deteiniinants distinguishing secietorv IgA 
Iroin serum IgA. T h e question aiosc whether liiis protein occuis as a 
free polypeptide in the external secretions not onl) Irom children and 
IgA deficient adults, hut h o m noi mal adult people as well. 
H u m a n milk was chosen as starting material lor lliis investigation 
with the assumption that in the secretory pioduct ol this highly active 
gland, the presence ol the Iree secreloi) component (SC) was likely to be 
a result ol a relative overproduction. Jn chapter 2 the experiments are 
described demonstrating the piesence ot consideiable amounts ol SC in a 
1 ruction ol h u m a n milk which does not contain IgA. Thi s hee SC was 
shown to posses an addit ional antigenic detei minant, which most likely 
also occurs in SC bound to IgA but which appaient i) is buried in the com­
plete sec ι etory IgA molecule. Accoiding to a proposal ol Brand tzaeg 
(1969) we called this extra detei minant the I-deterniinant (I stands lor 
inaccessible). T h e presence ol this determinant could also be demon­
strated in a macio moleculai piotein iraction horn human milk not 
containing a- or «-polypeptide chains. 
Chapter 3 deals with the prepaiat ion and the specilicilv ol anti-SC anti-
sera. O n the basis ot oui own experiments, dcsciibed in this chaptei 
and Irom data in the literature, it is concluded that the anti-SC anti-
sera obtained in the classical manner by immunization with secietory 
IgA and subsequent absorption with normal serum, are not sutficiently 
specific. Monospecific anti-SC л misera could be piepared atter immuni­
zation with inimunoprecipitates h o n i fiee SC obtained by a lineai 
double gel diflusion technique. These alitisela could be used without 
previous absoiption. They contained particularly high tileis ol anti­
bodies diiected against the I-deterniinant. 
Chapter 4 deals with inloimation about immunoadsorbeiits in general 
e.g. their preparation, their use and pittfalls with respect to various 
applications. Some ot our own experiences with the usefulness ot these 
adsorbents are described as well. 
T h e aloie-mentioned anti-SC (i.p.) antisera (i.p. stands lor immtino-
precipitate) were insolubilized by poly mei i/ation with eihylchlorofor-
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mate. Using this immunoadsoibent , free SC could be isolated directly 
from a SC-rich fraction obtained from human milk (the second peak 
after Scphadex G 200 gel filtration). Prior to this t ieatment laclofeirin 
had to be ïemoved fiom the stai ting mateiial . This was performed by 
selective adsorption of this piotein to insoluhili/ed sei um albumin ol-
io antilactoferrin immunoadsorbent . (chapter 5). 
T h e isolated free SC behaves as an homogeneous piotein dur ing Poly-
acrylamide gel electrophoresis at p H 8,6. Heterogeneity could not be 
detected in sedimentation experiments and in immunochemical tests 
using polyvalent anti-milk antiserum. 
In chapter 6 we report on the determinat ion of the molecular weight 
of the isolated protein as well as the amino acid and carbohydrate com-
position. From data obtained after Sephadex G 200 gel filtiation, the 
moleculai weight of free SC had been estimated to be 110.000. With 
the same method a value of 105.000 was found for the isolated protein. 
From these lesults we concluded that the molecular si/e had not been 
changed during the isolation process. Using Archibald's method a mean 
moleculai weight of 60.000 was found for three different preparations. 
From sedimentation and diflusion experiments the following coeffi-
cients were dei i ved: s0JO „ = 4,3 S and D",, „ = 5,66 10 ".с m2.sec - 1. O n 
basis of these constants a molecular weight of 67.000 was calculated. 
T h e amino acid analyses sui prisingly showed the absence ol methionine 
in the molecule. This is contradictory to the findings of Tornasi and 
Bienenstock (1068) but it agrees with the recent results of Kobayashi 
(1971). 
T h e gas chromalogiaphic analysis of the caibohychate moiety of the 
molecule rc\ealed the absence of N-acetylgalaclosamine. T h e total cai-
boh)drate content amounted to 11,6%. 
In chapter 7 some aspects of the radial immunodiffusion method 
(RID) lor quant i ta t ion of proteins are discussed. T h e reliability of the 
method which was slightly modilied by us had been investigated. We 
examined successively the errois caused by reading off the r ing dia­
meters, pipetting the samples and irregularities of the plate as well as 
the errors introduced by the use of a lyophylized standard serum. T h e 
pioblems concerning the absolute determination of IgA concenti ation 
with R I D are discussed. For pin poses of standardization, IgA had to 
be purified from pooled normal serum and from h u m a n milk as well. 
T h e isolation procedures and ciiteria for purity of the isolated proteins 
are described. 
In chapter 8 a method to concentrate dilute protein solutions is 
described. T h e method is simple and suitable for serial application. 
Moreover, no loss of protein due to adsorption or denaturat ion occuis 
during this concentiat ion procedure. 
Quanti tat ive aspects of the occurrence of I g \ and SC in parotid fluid 
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were studied. This secretion can easily be obtained without contamina-
tion. The influence ol variations in the How rale on the concentiation 
and the excretion ol both proteins was investigated. The results arc 
reported in chaptei 9. The concentration of both IgA and free SC 
diminished with increasing How rate. However, the excretion rate of 
both proteins appeared to rise under these circumstances. The excietion 
of Irce SC increased definitely more than that of IgA. From the results 
described in this chapter it is concluded that by gustatoiy stimulation 
ol the parotid gland the synthesis ol free SC very probably increases. 
From the observations mentioned in chapter 9, the optimal conditions 
were established to obtain a specimen of parotid fluid which is repre-
sentative for the subject of experiment. 
An investigation to the excretion of IgA and SC in parotid Huid ol 
healthy people under standard conditions is described in chapter 10. 
Finally we studied the occurrence of SC in jejunum biopsies with the 
direct immunofluorescence technique, using FITC conjugated anti-SC 
(i.p.) antiserum. A diffuse fluorescence was observed in the epithelial 
cells from the crypts of Lieberkühn, which decreased in the direction 
of the tops of the villi. There is a striking locali/ation ol fluorescence in 
the Golgi zone of the cell. This locali/ation has not been described be-
loic. The significance of these observations is discussed in the last 
chapter. 
158 
L I I E R V r U U R 
UIXAXDIR, H. F. en Hi шп BIRCI κ, M. (1940). 'Chemical studies of bactciial aggluti­
nation, agglutinin and pictipilin content of amisela to Hjcmuphilis influenzae, 
t)pe 1$.' J. e\p. Med, 71, 1. 
\LI ISON, V. ( . en HtJMPiiRi \, J. H. (I960). 'A thcoictital and expeiimcnlal analysis of 
double dilfusion pictipilin îcattions in gels, and its application to сhaiaitcii/.uion 
of antigens.' Immunology, 3, 95· 
ANDERSON, Г. О, /sfiiotki, R. H. en ГНсн, С. E. (1970). 'Studies on lg\. II. Isolation 
of Ig\ f ioni small volumes of human sei tun by imniunoabsoiption' J. Immunol., 
105, 146. 
\NDRLWS, P. ( 1 9 6 J ) . "1 he gel-filtiation beha\ioui of pioteins ìclated to tlicii nioleculai 
weights o\ci a wide u n g e ' ¡ìtochem. ]., 96, 595· 
\Ni)Rtv\s, 1'. (19G7). 'Molcuilai sieve chioniatogiaph\ applied to nioleculai seize and 
molctulai weight estimation.' Iaboiatoi\ Piaclice, 16, 851. 
U ' ICHIA, M. V en AII . IN, J. C. (1970). ' Vnligenic specificii\ of y\ polvmcis.' /. 
Immunol., 104, 455. 
ARCHIBALD, W. J. (19G7). 'Dcmonstialion of sonic new methods of detcimining nioleculai 
weight fiom the data of the ultiatentiifugc.' ƒ. P/iyi Colloid Chew., 51, 1204. 
ASOFSM, R. en S M M I , 1'. \ . (19G7). 'Coloslial Immunoglobulin-\: suuhesis in \ i l io 
of '1 chain b\ ubbi t mammal) gland.' Science, 158, 932. 
\sor.ski, R., BINACIII, R., LDILMAN, G. M., Gnomi W, H. С ., HIRIMVNS, J F., HOOD, I... 
KAHM, F. Α., RiTNik, J., Rowi, I). S, S M M I , 1' \. en 'lRNk\, /.. (1970). ' \n 
extension of the nnincndatuic foi immunoglobulins.' Iinmuiiodicniisliy, 7, 497· 
VVRWII \s, S. and I I R M N C K , 1 . (19G7) 'Biologicalh acti\c watci-insoluble piotein 
polymcis I Tlicii use foi isolation of antigens and antibodies ' / biol. ('.Item., 
242, 1651. 
VxiiisoN, H., JOHANSSON, В. G. en R ÏMO, L. (19GG). 'Isolation of Immunoglobulin A 
(Ig\) fiom human tolostium ' A. ehem. Scand., 20, 2339. 
\XÎN, R , PORVI H, J. en ERNB\(k, S. (19G7). 'Chemical coupling of peptides and 
pioteins lo pohsjcchaiides by means of cyanogen hahdes.' Natine, 214, 1302. 
ІНыігчх, R. E. (19G3) Sliuctuuranalyse en classificatie \an β 2\ paiapioteinen Acad. 
procficlnift, Uhecht. Schotanus en Jens, Utiecht. 
К ш п г х , R. E. (19G7). Pcisoonhjkc mededeling. 
В м і і т х , R. E., Sioop, J. \V en /ι (.LRS, B. J. M. (19G8). 'C.ompaïamc studies on 
pohmei t\pe sellini and exociine \g\ ' Stand. /. Haemal., 5, 179. 
BALI in χ, R. E., Muí, N. \ . J , S i ooi·, J. \V, UN THIJF , O. J. en ZiniRs, В J. M. 
(1969) 'Some aspects of exocrine Ig\.' Fol. med. Xeerl, 12, 106· 
B\RkA, F. (I96I). 'Studies of acid phosphatase. I. Flectiophoietic separation of acid 
phosphatases of lat li\ei on pohacrylamide gels.' J. Hnlochem. and C\tochem., 
9. 542. 
BiNCZF, W I. en SCHMID, К. (1957). 'Detciminalion of luosinc and uyptophan in 
pioleins' Anahl. Chem. 29, 1193. 
BrNDiCH, A. en CH\RO\rF, E (194G). 'Isolation and characlciizdtion of 2 antigenic 
flattions of Pioteus OX-19.' /. biol. Chem., 166, 283· 
159 
Β Ι Ν Ν Π Γ , G. (1970). 'Migiation ol ghtopmtein fioin Golgi appaialiis to coll (oal in 
the collimar cells oí the duodenal epithelium.' J cell, liiol., 45, 668. 
ΒΙΙΛΤΊΙ, Ί ., СІІЛМІІІ RS, R. Г.. en СІ. МР, J. R (1970) ' The gas clnomatogiaphk piopei-
tics of biologically impoilant N-aceHlglucosaminc i lcmalnts , monosacchaiitlcs, 
(lisaccharidc)), tiisacchaiides, tetiasatc hai ides and pcntasacchaiides ' liiothiin 
biophyi. Atta, 222. 339. 
BLOTII, B. (1970), 'Puiifitation, antibody attiwlv and ultijstiucliuc of sctietoi\ and 
high poh mei Ig\. ' A. ¡milt miciobiol. Stund. Section H, 78. 226 
BDISSONNAS, R \ . (1951). 'Une nouvelle méthode de synthèse peplidiquc.' Helv ι hun. 
Ada, 34, 874. 
Bo\r, W. S en \ \N Ks, W. I.. (1907). ' The fletei minatimi of molecular weights, sedi­
mentation coelficieiils and buoyant densities, using the absoiption optics' Anal. 
chini. Ada, 38, 147. 
BRANDIZUC, 1'. ( 1968 a) 'Hidden antigenic dctciininant in scoctoi\ immunoglobulin 
Stand., 74, 624 
BRWDI/MG, 1'. (1908 h) 'Glandulai scciétions of immunoglobulins.' \ . path, mum-
biol. Stanti., 74, 624. 
BRVNDIZAIC, 1'. (1970). 'I nfolding of human seciclon inimunoglobulin \.' Imniuno-
dieniiiliy, 7, 127 
l$RAsni7AK,, Ρ (1971 b) 'Human setietoiy immunoglobulins. Ill Iminuiiochciiiital 
and plnsieochemical studies of setietoiy Ig\ and flee setielnn piece.' A. palli 
ітсюЫоІ. Scarni Section В, 79, 189 
BRAM>I7UG, P. (1971 <). 'Human 'enelory immunoglobulins IV. Quantitation of fice 
secicloiy picce.' A palli, miciobiol. Stand Settion Ii, 79, 189 
BKANDI7\K., P., ]· JI I I A\(.rR, I en G|i RiiiDsiN, S Τ (1908). 'Immunoglobulin M: local 
synthesis and selective secietion in patients with immunoglobulin \ delicienc\ 
Science, 160, 789. 
BR\\I>I7\FG. P . F if Li won«, I. en G| iRi ins i\, S. Τ (1970) 'Human sec ι elm \ im 
niunoglobulins. I. Sali\ai\ seciclions fioni indhiduals with umiliai oi low k\els 
of serum immunoglobulins.' Scan. J. Haemal , Siijipl. 12, 83. 
CAMPMIL, Π. H., LurscnrR, F. en I .IRMW, I.. S. (19">1). 'Iniiiiunologic aclsoibens I 
Isolation of antiboch bv means of cellulose-prolein antigen.' Pioc. nal. Atad. Sci. 
l'SA, 37, 575. 
CilODiRKi R, Л R en TOM\SI, T. B. JR (1963). 'Gammaglobulins· quantitive îelation-
ship in human serum and non vascular lluids ' Stience, 14. 1080. 
Ci.IMAN, H. N.. M I R R I I I , Γ) \. en HARILFÏ , 1 . F. (1967). 'Salivan immunoglobulins: 
normal adult \alues and dissociation between sei um and sa inan lc\els.' ƒ. 
Alleigy, 40, 151. 
Ci AMP, J. R., DAWSON, G en HOUGH, L. (1907). 'The simultaneous estimation of 
G-deoxy-L-gnlattosc (L-futosc), D-niannose. D-galattose, 2-acetamiclo-2-cleox\ d-
glucose (N-atetyl-D-glucosamine) and \-atet\liieuiaiiiinic acid (sialic acid) in 
glycopeptides and ghtopioteins. Iiiocliini. biophys. Acta, 148, 342 
Cl WIP, ]. R. en Ι Ί Ί Μ Μ , F W. (1907). 'Gheopeptides of inimunoglobiilins. Imesti-
gation on Ig V imcloma globulins.' Iliocliem. J., 103, 225· 
СІЛМР, J R . B H M I I , T. and CIIAMIURS, R. F.. (1971). 'The clclcimutation ol eatbo-
hythate in biological mateuals by gas-liquid thiomatogiaphv.' Melli. biodi anal.. 
19, 229. 
CR\RHF, P. \ en HiRiMWs, ]. F (1909) 'The significance of local Ig \ in ihe 
physiology of the intestinal mucosa.' Fol. med. Neeil., 12, 100· 
160 
DAWES, С. en J I N K I N S , G. Χ. (19(54). ' I lie effects of (l i l fcicnl s t imul i in tlie composi t ion 
of sa in J in m a n . ' J. Physiol., 170, 86. 
DAWSON, G. en ( L A M P , J . R. (1907) ' Invest igat ions on tlie o l igosarchai idc uni t s of an 
Λ i m c l o i n a g lobul in . ' Hioclt J., 107, 3 4 1 . 
D H E R M A N N , H . en M I C H L I , λ\'. (l9G(i). ' T h e coire la l ion between molerula i weight and 
c lu t ion l jcha\ioui in t h e gel c h i o m a l o g i a p l u of p i o t c i n s . ' J. Clnomalugi , 25, 303 
b i n i w , G M. en B I N V C I K R U , 1$ (14(52) ' O n s t u i c t u i a l and funct ional ic la t ions 
between a n t i b o d i e s a n d p i o l e i n s ol tlie g a m m a s ) s t e m . ' Pioc. nal. Atad. Sa. I'SA, 
48, 1035. 
K I D I I M A W , S. cu HiRSCiiMiR, J \ (19(59) 'A m e t h o d foi i m m u n o c h e m i c a l studx of 
h u m a n gas l io in les t ina l sue l ion biopsies. ' Sla 'η 'leclinol., 44, 43· 
F i n s , H . G (19(H). ' l ' I t i a / e n t i i f u g e n M e t h o d e n . ' licikman ¡nslmnuills (.mbH, 
München. 
ÏAHLY, J. I., en M G K J L V I V - , F.. Μ. (190")). ' Q i i a n l i t a l h c d e t e i n i i n a t i o n ol sei u m 
i m m u n o g l o b u l i n s in a n t i b o d y a g a i p l a t e s ' J. Immunol., 94, 84· 
FA w e n ι, J . S en MORRIS, С J ( ) . R. (19G(5). 'Molcculai-s ie\e c h i o m a t o g i a p h \ of 
p i o l e i n s on g i a n u l a l e d pohaciy l .unic lc gels.' SepaiuUon Sri., 1, 9. 
F F I N S I H N , 1). en F R W K I I N , 1·. ( . (I960). ' T w o ai i l igcnicalh d . s t ingui shahlc subclasses 
of h u m a n \ l m e l o m a p i o l e i n s differing in t h e n hea\y chains. ' Xaline, 212. 1496 
1-1 list мм w, J . IV. P A I S , R H en PORII-R, R. R (19(52) ' R e d u c t i o n of y g l o b u l i n s ' 
Aich. Iliothcm. Suppl. I, 174. 
lu iuiN. P., Gi LOI и , 15. en I'OR ч п , J . (19(50) ' \ m e t h o d loi c o n m i t i a l i n g soluies of 
high moleculai weight.'Л7;/і/іг\ 188, 493 . 
I ' l l C I M I ι, V. \ , Sinìi-R, О I·., C i w i w , H N. en M I R R I L I . , П. (19(5(5) 'Sci u m im­
m u n o g l o b u l i n m e a s u i e i n e n l ( l in ing t h e fusi \c j i ol lile a n d in lni inuuoglobi i l in 
defi(icii(\ stales. ' J Pedialuc, 68 . 723. 
GiRiiiM., I J · Τ h (1970) ' Ui tonia l ion a n d compil ic i da ta evaluat ion in a m i n o acid 
analysis. ' Acad ¡noeficliiifl, ¿Xijinegen. Diukke i i j Viciing, Nijmegen 
Gl RDINC, J f. Ίιι en I ' l i iRS, К \ (1971). ' λ new design foi a c o n t i n u o u s d o u b l e 
sample a p p l i c a l o ! foi l iquid c h i o m a t o g i a p l n ' /. Clnomalogi., 56, 357. 
Gl RDiv,, J . J Πι. (1971). Niet gepubl icecu l 
GOLDIITRL, I.. S, Dot't.i \s. S. Π en I-ini Mil i;c, H H (19G9) 'Studies on salivai y y л. 
in a g a m m a g l o b u l i n e m i a . ' (.Ini. e\¡>. Immunol., 4, 579. 
G O I D S I H N , I., en K A I G H \ L S M , F. (1908). 'Use of watci insoluble спг ш с d e i n a l i \ c s 
in b 'ochemica l analysis and s e p a i a t i o n ' /.. Anal. Client., 243, 375. 
GOUDII , R. Β , H O M I , С. Η W . en WILKINSON, 1'. С' (19G(5). ' \ s imple mel l iod foi 
p i o d m i n g antibody specific to a single selected diffusible an l igcn ' Lancet a, 1224. 
G R O W T H . К \ en FIODIN, 1'. (1901). ' F i a c t i o n a l i o n of d e x l r a n b\ the gel f i l t ia l ion 
m e t h o d . ' Makiomol. Chein , 48. 160 
GR\NT>, R J en GROSS, P. R. (1909). ' I n d e p e n d a n t s t i m u l a t i o n of s c u c i ¡on and p io t e in 
synthesis in la t p a i o l i d g land. ' J. biol. Client., 244, 5608· 
G R I - Î , H M., \ I U I . С!. \.. Yoi'M. \V J en K U N D U , H . G. (1908). ' λ subclass of h u m a n 
у V-globiilins (y \,) \\liich lacks t h e disulf ide b o n d s l inking hea\y a n d light 
chains. ' /. e\j>. Med., 128, 1223. 
Dl. GROOT, К., R r i j \ i \ , J . (\ M en Hoi-sniRs, H . J . (1969). ' D e t e r m i n a t i o n of 
molecular weights b\ the \ ich iba ld m e t h o d using a b s o i p t i o n opiles. ' Anal ¡Ho-
ch em, 30, 212. 
161 
GROVI s, M. L. (I960). 'The isolation of a red piotciii hom milk.' / Am. ehem. Soc, 
82, 3345. 
Οι C U R , К.. BohH\r\\, G . 1) \ • і\ъ'Ъ 11 к. \. en m MIRM.T, G (1958). T b c i iiiimuno-
electmphoiclischc Unteisucliiingcn an Fijucnmilchpiotcinen. Sdnreiz. meri. Wschi., 
88, 1264. 
HALITRN, M. S. en KOSHI \\n, \[ . F.. (1970). 'No\cl subunit in seactoiy Ig\.' Xatuie, 
228. 1276. 
IIVNSON, I,. A. (19G1) 'C'onipaialhc immunological sliulies of lile iinmiinoglobulins 
of human milk and of blood sei um.' Int. Airh. Alleig\, 18. 241. 
HANSON, I. A· (1908). ' \spccts of the absence of the Ig \ s\stem.' Inlnimunologic 
deficienr\ diseases in man. Vol. IV, p. 292. 
H\NSO\, !.. A (1970). Peisoonlijke mededeling. 
HANSON, I.. A. en JOIUNSSON, 1$. (; (1907). 'Studies on secieloiy Ig\. ' In Xobel S\m-
poihini 3 : Gamma globulins. Sliutliire and tontiol of biosynthesis, ρ 141-151. 
Almquist and Wilscll, Stockholm. 
HANSON, L. A-, BORSSKN, R., HOI \K.RI N, J , Jon«., I ' . JOH\NSSON, В С. en K U [ S I R , В. 
(1971). 'Secietoiv Ig\. ' In: Immunologic incompetence. Ed Kagan, В. M and 
Sliehm, F. R. Yeai Hook Medicai Publisheis Ine , Chu ago. 
HARILFY, T. F.. MIRRIII. . D. \ en ( Ί WIAN, Н. N. (I960) 'Quantitation of immuno­
globulins in ceiebiospinal fluid.' Arcli. Neuiol, 15, 472. 
Hi ІМІШНГ.ГК, Ν., Н и ш , К , Нлигі, Η. en ScHui.i¿r, H. E (19G4) 'Bausteinanalvsen 
\on Humanscien Pioteincn.' Clin. cium. Acta, 10, 293· 
ΗΓΚΜΛΝ, \\NFMARIF. (1971). 'Association of lactofeiiin with othei pioleins, as demon-
stialed b) changes in electiophoictic mobility.' ¡ìiochim. bioplrsi. Ada. 251, 380 
Hik\i\N, \ en RÜMkr, 1'. (19GH). 'The antigens of human seminal plasma (with 
special ìcfcicncc to lactofeiiin as a spermato/oa-coaling antigen).' Piot. tuoi. 
Fluids, 16, 549. 
HrRrsiANS, J. F , HIRTMANS, M. Tu. en Sc.iiui.iYr, H. F,. (19")9). 'Isolation and desci iption 
of a lew pioperties of the β 2a-globuIin of human sellini ' C/m. cium. Atta, 4, 96. 
HiRi\i\NS. J. F., VAFRMAN, J P., C\RBON\R\, \ . О , Romiti ч, J \ . en I I I K I M W S , M 
T H . (1962). 'Gamma-I Α-globulin (β 2 \-glohulin). Isolation, piopeities, function and 
pathology ' Prot. biol. Fluids, 10, 108 
HLRI.NIANS, J. F. en CRABBÉ, P. A. (1967). 'Immunohistochcmical studies on exocrine 
I g \ . ' In· Xobel Simposium 9· Gamma globulins. Snud ine and conimi of bio-
synthesis, p. 119-139. Almquist en Wiksell, Stockholm. 
HotNDFRS, H. J. (196")) 'Über die Piotein7usanimenscl7iing der Augenlinse des Huhns ' 
Acad, pi oefschrift, Amsteidam. VRB-Groningen 
HONG, R , POLLARA, B. en GOOD, R. λ. (1966). ' \ model foi rolostial Ig\. ' Pioc. nat 
Acad. Sci. USA, 56, 602. 
Hl'Ri.iMANN, J. en Zi'BiR, С (1968). 'In \itro piotein s\nthesis by human salivary 
glands. I. Synthesis of sali\ary I g \ and sei um piotcins.' Immunologi, 14, 809. 
HiiRUMANN, J., WAI DFSBÜ1II, M. en 7intR, С:. (1969) 'Human salivan immunoglobulin 
A. Some immunological and physico cliemkal chaiacteiistus.' Biodi, biophys Acta, 
181, 393. 
HIJMANS, W.. SCHUIT, Η. R. E. en K i n \ , F. (1969). 'An immunofiuoicscence piocedure 
foi the detection ol intiacellular immunoglobulins.' Clin. e\p. Immunol., 4, 457. 
ITO, S. (1969) 'Stiuctuic and function of ihe gl\cocal\N ' Fed Pio< 
28, 12. 
162 
J I C O B S , J . с:., B I A N C , \ . V , Dl· Слго\, Α., H H R D , \V. С , M C G I I . V R A I , F... M U U R , O. J , 
MoRsr, J . H., Rossrx, R D , S C H I I . M M . I R , J . N. en WAIZI-R, W. A. (1968). Com­
p l e m e n t deficiency a n d chioniosomal b icak in a case of Swiss-type againmaglo-
Ijul inaemia. ' Lancet, 499 
KALFl·, M. \V. (1909) 'Genet ic a n d e n u i o n m c n t a l in l luences on sellini i m m u n o g l o ­
bul in levels in m a n . ' Acad. j»oefsrhii[t, Leiden. 
KbRR, \. С (19G1). 'Inl iocluctory r e i i c w of t h e s t r u c t u r e a n d funct ioning of s a l i i a n 
glands. ' I n : The physiological legulalion of salivai) seciclions in man, p . 22. 
L o n d o n , l ' e rgamon picss. 
Коилі \SIII, К (1971). 'Studies on h u m a n secretory IgA. ( ' o m p a i a l i v c studies ol t h e 
I g V b o u n d sccietoiy piece a n d t h e fiee secietory piece p i o t e i n . " Iminunochcniisli}, 
8, 785. 
Ri'NkU., H . G. en PRI NIH RC.ISI, R. \. ( 1960). 'Subgroups of у \ i m m u n e g lobul ins . ' 
Piot. Sor. exl>. Biol, and Med , 122, 910. 
L O I S I I I I R , ¥., Cor , R , BURTIN, P. en GRABIR, P. (19G(i) ' R c c h c u h e s sur la localisation 
t issulai ic et l ' au toant igenic i té de la lactoliansici ine. ' Piol. biol. Fluids. Vol. 
14, 133. 
I ( » R U , R. S (1943). 'Ra t e of sc t ie t ion of the pa io t id glands in noi mal ch i ld ien . ' 
Ain J. dis. cluldien, 65 , 455 . 
М\сн, J P. (1970). ' In l i t i o c o m b i n a t i o n ol h u m a n and b o l i n e fice scc ie toi i com­
p o n e n t w i t h Ig \ of ι , ι ι ions species.' Xatuie, 228. 1278. 
M I N C I M , С., Л ' А Ш М І \ . Τ. Ρ en Hi RI \I INS, J 1'. (1964). ' \ single ì ad ia l diffusion 
me thod foi the immunolog ica l q u a n t i t a t i o n ol p i o t c i n s ' l'iol. biol. l-luids. 
11, 370. 
MANCINI, G . CIRHONARI, \ . O. en I I I R I M I N S , J. F. (196Ί). ' I m m u n o c h e m i c a l q u a n ­
t i ta t ion ol ant igen bi single ì ad ia l in imunodi f lus ion . ' Iinmuno(lieinisli\, 2. 235. 
MiNiitL, I. D., THOMPSON, R. H . en I I I I S O N , S \ . (H)()5). 'Studies on the mucopio te ins 
of h u m a n pa io t id sa l i la . ' Aldi out! Biol., 10. 499-
MANDIL, Ι . Γ). en KIUIRANA, H . S (1964). ' T h e ι e lat ion ol h u m a n s a l h a i y γ \ g lobul in 
and a l b u m i n to flow l a t e ' Aicli. oial Biol, 14, 1433. 
MANNIK, M. (1967). ' B i n d i n g of a l b u m i n to 7 λ myeloma p i o t c i n s and W a l d e n s t r o m 
maciog lobul ins b i d is i l lude bonds . ' J. Immunol., 99, 899. 
MART i N c / T i L I O , F. J., BRAI'N, I) . G en Bi \NC, W \ . (1968). ' I m m u n o g l o b u l i n p io-
dnct ion in b i o n c h i a l mucosa a n d b i o n c h i a l l y m p h nodes, pai t it i l lai li in cystic 
fibiosis of t h e pancreas . ' J. Immunol., 101, 989. 
MASSON', P. L. e n HrRi IIANS, J . F. (1966). 'Studies on lactofci i in, t h e i i o n b i n d i n g 
p io te in of secretions. ' P i o / , biol. Fluids, 14, 115. 
MisiFCkY, J., KRALS, F. W . en V O K . H I , S. Λ. (1970). ' P r o p o i t i o n of h u m a n colostial 
i m m u n o g l o b u l i n - \ molecules c o n t a i n i n g the s e c r e t o n d e t e r m i n a n t . ' Immunology, 
18, 237. 
MOKRISCII, L. C. (19">4). 'Analysis of hexose p h o s p h a t e s a n d sugar mix lu ies with the 
a l i t i n o n e ì eagent ' J. biol. Chein., 208, 55 
MoNTRi UIL, J., Τ Ο Ν Ν Π . Ι Γ , J . en М и ш , S (1960). ' P i c p a i a t i o n et p i o p u é l é s de la 
lac tos idciophi l inc (lactoti ansici l ine) du lait d e f e m m e ' Hiotlinn Mojiles. Arla, 
45, 413-
MooRi, S., Si'ickMiN, ]) . H . en S T U N , W. H . (19">8). ' C h i o m a l o g i a p h y of amino acids 
on sulfonated p o l i s t i i e n c resins. An imp ioved s i s tem. ' Anal, (.hem., 30, 1185. 
163 
VA\ MlASTTR, P. J . J en S i o n I M A , С. В. \ . (196Г>) ' 0 \ e r de isolei ing en de bepal ing 
\ a n i m m u u n g l o b u l i n e - \ (Ig-\) ' Maandscln. v. Kindeigen, 23, 428· 
v w M I I N S I T R , Ρ J . J . en S-ΙΟΜΙΝΓΛ, G. B. A (1969) 'Some data on secicloiy p i e t c ' 
\bs t i . A n n u a l Meet ing /'.m S Ì« Peci. Hei, p . 35. 
v \ \ MuNsrbR, 1'. J. J.. Si()FLi\r.\, G. B. \ . en P o n s / w n i R S , S (1909) ' Ілісіепсс of 
i inmi i i io theni i ta l di f[cienees between í i ee and bound s e u c t o i y p ic tc . ' Immunologi, 
17, 165. 
v \ \ MUNSTTR, 1>. J. J., S i o n i \ ( . \ , G. B. \ . en P O T L S / w i n RS, S. (1971). ' Isolation of 
fiec secictoiy componen t (SC) fi om h u m a n milk, dc l c imina l i on of its iiioleciilai 
weight . ' Immunocliemiitiy, 8, 471· 
v \ \ MiiNsriR, P. J. J., S T O I I I M . A , G. B. \ , С ι \\ii>, ] . R.. G I R D I N C , J. J . I n . , R I I IM Ν, 
J. С M en MARIA Voss (1972). ' T h e molécula! weight and the a m i n o acid and 
r a i b o h y d i a l e composi t ion of fiee secretory componen t (SC). ' Immunology in ¡>ieu. 
NAKAGWII , K , WARSIIAWSKY, H . en L n i i o \ n , C. P. (1971). ' T h e c labo ia t ion of p io lc in 
and ( a i b o h \ d i a t e bv int p a i a t h y i o i d cells as i c \ ca l ed h\ electron micioscope ladio-
a u t o g i a p h \ . ' J. tell. Ilio!., 51 , 596. 
NhV\BRii\, F.. (1962). ' O b s e i \ a l i o n on the amylase content and flow la te of h u m a n 
saliva following gusta tory s t imula t ion . ' / . dent. Re·:., 4 1 , 459. 
NruTRA, M. en LMILOND, С P. (1969). ' T h e Golgi a p p a r a t u s . ' SY. Amcnciin, 220, 100. 
\ i wcoMii, R. \V. en D i Y w u , В (1969). ' P i o t e i n c o n c c n t i a l i o n s in sputa fioin asth­
m a t i c c h i l d i e n . Mbuni in, l a c t o f e n i n , γ A a n d γ G ' J. Lab. din. Med.. 7 3 . 734 
NfweoMB, R. \\\, NORMANSI LI , 1). en S ι AN WORTH, П. R. (1968) ' \ s l i u c l u i a l siud\ of 
h u m a n cxoci ine Ig \ g lobul in . ' J. Immunol, 101, 905 
NORUTRG, R i s i i ' (1967). ' T h e i m m u n o g l o b u l i n content ol noi mal sellini. ' A med. 
Scand , 181. 485. 
Ossi·RMw, F F. (1960). ' \ modif ied t e c h n i q u e of ini i i iunoclect iophoies i s facihlat ing 
t h e identi f icat ion of specific prec ip i t in arcs ' /. Immunol.. 84, 93. 
O U C H I T R I O W , O. (191S). ' In \ i t r o m e t h o d for test ing the toxin p i o d u c i n g capacil\ of 
d i p h t c i i a b a t t e i i a . ' A ¡mili, miaobiol. SVcinci., 25, 186. 
PORATH, J . en FIODIN, P. (19")9). 'Gel f i l t ia t ion: a method foi desal t ing and g roup 
scpa ia t ion . ' Natine, 183, 1657. 
Ронлін. I . \ χ ί \ , R. a n d FRMIACK, S. (1967). 'Chemical c o u p l i n g ol p i o l c i n to agaiose ' 
Natine, 215, 1491. 
R A U L , J . (1970). 'Light chain t \ p i n g of i m m u n o g l o b u l i n in small samples of biological 
inate i ia l . ' Immunology, 19, 137. 
R \ D L . J , K I I I N , F , VA\ DT\' BTRC, P., W B R U Ì \ , \ . M. en Hi[M*\s , Л . (1971). ' B i n d i n g 
of s c c i e t o n piece to poly mei ic I g \ and IgM p a i a p i o t c i n s in \ i t io . ' Immunologi, 
20, 843. 
RVUCH, S. (19")9). Die Speicheldrüsen des M e n s t h e n . p . 1. Gcoig T h i e m e Ycilag, 
S tu t tgar t . 
R I F S , M. W . (1946). ' T h e est imat ion of th reon ine and serine in piote ins . ' Ihoch. J, 
40, 632. 
ROSSCN, R. D , B i m i R , W. T . , C v r i . T . R.. SZWFD, С F. en ( οι сн, R. Β ( Ι 9 6 Ί ) . 
' P r o t e i n composi t ion of пачі і set iet ioi i d i n i n g î e s p n a t o n \ i i u s lnlcct ion. ' Pioc. 
Soc. e\j>. Піоі. (N.Y.), 119. 1169 
104 
Rossi Ν, R. П., l i i i iUR, \V. Т . , л\мі R, \ . К , D o l c i vs. R. G. en S I I I M H K C , \. C. 
( 1 % 6 ) . ' T h e s e d i m e n t a t i o n and ant igenic p i o p c i l i e s ol p m l e n i s in nasal a n d olhc i 
external sccielions ' J. Immunol., 97, 925. 
ROSSCN, R. П.. MORCAN, С , Hsu, К. С , H U I L I R , λ\'. Τ en R o s i , Η Μ. (1968) l o i a l -
ization of U S external sci ieloiv I g \ by i m m u n o f h i o i e s i c n c c in tissues l ining Ilie 
oidi a n d ι c s p u a l o t y passages in m a n . ' J. Immunol, 100, 706. 
R o n i , N. (19(52) ' / m scii i iquanlirativcii E i las sung del b e i d i n Seium Imniu i i -Globul ine 
(3 2 \ u n d β 2M mi N e u g e b o r e n e n - u n d Kiiidcsaltei . ' An. Paedial , 199, 548. 
R o w i , 1). S. (1969). ' R a d i o a t t i v e single lad ia l clilfusion: a m e t h o d foi i i i u c a s i n g 
t h e sensitivity of i i imi i inochcmita l quant i f ica t ion of p io te ins in agaigel. ' Hull. Il'/rf. 
Hltli. oig., 40. 613. 
R o w c , 1) S, \M)iRSo\, S. (.. en (.R\n, B. (1970). ' \ l e se . inh s l a n d a i d fin h u m a n 
se ium i m m u n o g l o b u l i n s Ig(-, Ig \ and IgM. ' Hull. Hid. Hllli. oig., 42, 535 
Si πι IDI i.i.i к, J . J. (19")")). ' U n e nucio-inc ' lhodc d ' imn iu i io -é l ea iopho ie se . ' Ini. Anh. 
Alleigf, 7, 103. 
SIHM-M-R, L. I I . (19">0). ' \ m y l a s c conlcnl of sepa ia lc s a i n a n gland sen étions ol man ' 
J. a¡ipl Physiol.. 9. 453 . 
Senni ι z i , FI. 1·. (1919). ' 1 be svnlhesis of ant ibodies .uni p iote ins . ' (.lui limn Arla, 
4, 610. 
ScHLii/ i , H К. en Hi RI MANS, J . ]·. (1906). Moleculai biology ol h u m a n p iote ins . 
Vol. I, p . 182 Llsevici, \mstei i lani-I,ondon-N'cw Yoik. 
SLIII.MVNN, M., M i m r s i o , E , H I R I / , П.. Miuvisco, C , I ' R I I D'IIOMMI, ƒ. I., en R v M i m n , 
J (. (1909). ' Immunochemica l s tudies in four cases of a lpha chain d i sease ' / . clin. 
Inveii.. 48, 2374. 
Si i.Ni R, J. С , Μι KRUI., I ) . \ . en Cl VMVN, Η . Ν (1908). 'Sa l ivan i m m u n o g l o b u l i n and 
a l b u m i n : d e v e l o p m e n t d i n i n g the n e w b o r n pc i iod . ' / Pedmhia, 72, 685. 
SUIVI RS, С Л en JAMI s, J M. (1907) 'Spei i l ic ant ibodies p i o d u i e d ag.unsl ant igens 
of agaigel p i e i i p u a t e s . ' Immunology, 13, 347. 
SiiNfw, I. I I . en KVICHVLSM, К (1900). 'Watei insoluble tleiivalivcs of cnzvincs, 
ant igens a n d ant ibodies . ' An. /ici'. Iliocli., 35, 873· 
SIMMONS, I'. (1971) ' Q u a n t i t a t i o n of p lasma p i o l c i n s in low concent ia l ions using 
R.I .D. ' Clin cium. Acia, 35, 53 . 
S M I I H , Η., ( . Λ Ι Ι Ο Ρ , R. С. en l o z i R , H. 'Г. (1961) ' 1 he p i o d u c l i o n ol specihc l a b b i t 
ant ibodies by injecting indiv idua l an l igen-anl ibody complexes sepaia lcd l iom mixed 
a n t i g e n s ' Immunology, 7, 111. 
S O K D I I L I , \ en M V M R , E. (1931). 'I. 'agai lomii ie a n t i g e n e in v i n o . ' (oinpl. Rend 
boi Biol., 108, 675. 
Soi'iH, M. \. (ooi-iR, M. П., W o n U H M , Г. \ . Ном. , R en Coo». R. V (I960) ' I lie 
Ig \ system. 1 Studies of t h e l i a n s p o i t and liiiiiiiiiioihemisti ν of Ig V in the s a l i v a ' 
J. exp. Med , 123, 615. 
Sonni, M. \., VVARWIIK, W . J., W o I M , I'. \. en Goon, R. \ (1907) T h e Ig \ 
system I I I . I g \ levels in the s e i u m a n d saliva ol ped ia l i i c pa t ient s — evidence 
for a local i m m u n o l o g i c a l system.' ƒ. Pedialiia, 7 1 , 645 
Souni, Μ. Л., Cooi'iR, M. D., U O I I I I I I M , F. \. en Coo», R \. (1908). ' I he Ig \ 
system I I . T h e clinical significance of Ig \ deficiency, studies in pat ients wi th 
a g a m m a g l o b u l i n e m i a a n d ataxia telengiectasia. ' Am. J. med. 44, 168 
SiiEiiM, E R. en F U D I N B I R G , Η . Η (1900). ' S C H U H levels of i m m u n e globul ins in 
h e a l t h and disease.' Pcdiahin, 37, 715. 
165 
Svi int., S. К en l lui i i i , 11. (1970). ' L i l i a s l i m l i n e of s e u e l o i y a n d liigli polymer 
sellini i m m u n o g l o b u l i n Ч of h u m a n a n d l a b b i t oi ig in ' Science, 168, 847 
Т п ь , ' I . H (1967). 'Conjugat ie \ a n f luoies ie inc-isot l ikxyanaal a a n antistoffen.' 
Arad, piuefsdiiifl, Amsleidtini. D i u k k c i i j „ \emstels lad", Yinsteulam. 
' I H O M . H., MCKAV., F. en CRAV. , 1). (19G7). ' I m m u n o g l o b u l i n s in umbi l ica l ( o u i a n d 
plasma. I : H e a l t h ) Infants I I : Congeni ta l clcfoimities, othci abnormal i t ie s a n d 
m u l t i p l e p iegnancics . ' Aich. dis. Childh., 42. 2">9(I), 204(11). 
THOMPSON, R. A. (1970). ' S e n e t o i y piere l inked to IgM in indiv iduals dcfir ient in 
T g \ , Native, 226, 946. 
I HOMI-MIN, R. Λ., ASQIITH, 1'. en Слюм , W . T . (19G9). 'Sccreloiy Ig \ in the sellini. ' 
Lancet, 6, 517 
J'OMXSI, T . II. (1970). ' S n u d i n e a n d function ol mucosal ant ibodies . ' An Rev Med., 
21, 2 8 1 . 
'I DM vsi, T . 15 JR. en I5u м NSIIX.K, J . (IOCS) 'Secicloiy i m i i u i n o g l o b u h n s . ' Adviinc. 
Immunol, 9, 1. 
27, 617. 
lovivsi, I . li. J R . en ( \i \ \\i(o, N (1908). ' H u m a n secieloi\ γ \." Fed. Pior., 27, 617. 
' IOMXSI, 1 15. J i . en ( ztKWiNSM. D. S. (1968). ' T h e sen c l o n I g \ system.' I n : I m m u ­
nologic deficiency diseases in m a n . Vol IV, p . 270. 
TONIVSI, 1 I!. J R . , ' I A N , Ι M . Soi ONION, \ . en PRINIH-RG \ S I , R V (19G">) 'Cliaiac-
tc i i s lus of an i m m u n e s\slcm, c o m m o n to ce i la in ex terna l seciclions. ' J. exp. 
Med.. 121, 101. 
"lotJRWLi.i, D. R , \ D U R , R. H., B I I N I N S I O C K , J en I O N U S I , 1 . 15. J R . (19G9) The 
h u m a n sccietoiy i m m u n o g l o b u l i n system: immunohis lo log ica l localization of γ A, 
secicloiy 'piece', a n d l a c t o l c i n n in n o r m a l t i s sues ' J. e\/>. Med., 129, 411-
VAIRMVN, J . P. (1970). 'Studies on Ig \ i m m u n o g l o b u l i n s in m a n a n d animals . ' T h è s e 
déposée en м і е de l ' o b t e n t i o n du grade d ' ag iégé de l 'Enseignement Supe i ieur 
Sinta l -Louvain. 
VAI RSIAN, J 1'. en Ht KLMANS, J. I·'. (19GG) 'Subclasses of h u m a n immunog lobu l in \ 
based on diflcienccs in the a lpha po lypep t ide chains. ' Science, 153, 647. 
W H I I - R , К en OSBORN, M. (1969). ' T h e reliability ol moleculai weight d e t c u n i n a l i o n s 
by dodecy l su l fa lepolyaay lani ide gel c lecl iophoics is ' / . bio!. Cliem, 244, 4406. 
\\Ί icHsi т л и м , T . 1·.. (194G). ' \ n a l e n i a t e a n d ι apici m e t h o d for the delei m u t a t i o n of 
sellini p io te ins in small a m o u n t s of blood sei u m a n d plasma. ' Am. J. din Pathol., 
16, 40. 
W I S T , С D , HONI. , R en Hoi ι \ND, N. H . (1962). ' I m m u n o g l o b u l i n levels l u m i t h e 
пси boi η p e r i o d to a d u l t h o o d a n d in i m m u n o g l o b u l i n deficiency states ' J. din. 
Invest, 41, 2054. 
Win ι AM к J. R (1963). ' D e l e i m i u a l i o i i ol moleculai weights ol p io te ins by gel 
n i d a t i o n on Sephadex. ' Anal. Client., 35, 1950. 
\VIILIANIS, ( \. (19")4). ' I m m u n o - e l e c t i o p h o i e s i s : a new m e t h o d foi the a n a h s i s of 
complex ant igen a n d antibodv m i x t u i c s . Vpplicalion to h u m a n sc ium ant igens a n d 
h\ pei i m m u n e hoi se s m i n i . ' Thesis , Rutgers University, New Brunschick, N.Y. 
166 
Dank aan alle medeiverksieis en medewet kei s \an liei laboiaioriiim 
\an de al deling kindei geneeskunde \oor alle h u l p en steun geboden 
tijdens de bewerking van dit proelschiill. 
Ken heel .speciaal woord van dank aan Mevrouw S. Poels-Zanders en 
aan Mejiiiliouw M. Б. S. Voss die steeds met enthousiasme, met grote 
toewijding en met kennis van /aken aan het gehele onder/oek hebben 
meegewerkt. 
Dis. J. H. M. Spauwen (destijds keu/e\aksiudcnt) heelt /eer nauwge­
zet vele R1D bepalingen vciricht. 
O p de Heer P. lì. Spaan \ a n het centi aal dierenlaboratorium werd 
nimmer tevergeels een beroep gedaan. 
Het ultiaceniriliigc onder/oek was bij tie Heer J. G. M. Reinen (aide-
ling bio( hernie) in bekwame handen. 
De statistische bewerkingen weiden op het univeisitaire ïekencenirum 
(hoolcl: Dis. Ph. van Klieren) uitgevoerd door Dr. R. de Graal. 
Het i \pewerk werd op uitstekende wij/e ver/oigd door Mejulfrouw 
G. [. M. Min der Loop en Mejull iouw J. Л. Rut len. 
Door de Heer H. M. Berris van de medische lekenkamer (hoold: [. ]. 
M. de Bekker) werden alle tekeningen vervaaldigd. 
De meeste fologralische opnamen weiden gemaakt door de Heei G. λ\'. 
Klickeimann van de afdeling medische lotogralie. De \ele illustraties 
werden persklaar gemaakt door het hoold van deve akleling de Heer 
Λ. T h . Λ. I. Reijnen. 
De medewerkers van de medische bibliotheek (hoolcl: K. de Graal 1) 
waren behulp/aam bij het ver/amelen лап de l i teratuur. 
De omslag werd ontworpen door Ed Noyons. 
Aan hen en aan allen, die op enigerlei wij/e hebben meegewerkt aan 
het lot stand komen van dit proefschrift, betuig ik mijn hartelijke dank. 
167 
S T E L L I N G E N 
I 
De conclusie van Spector e.a. betreffende de subeenheidsamenstelling 
van het ooglenseiwit α-сіуыаШпс berust op een wankele basis. 
S i ' t t u m . \ Li. LIJ Ku, M I R I i s k v 1) en \ i ' ( , i ' s i m , R. (l 'J71). 
Anici . J . O p h t a l m o l , 7 1 . 3HG. 
II 
Recente waarnemingen van Beali en Sayeis over de werking van een 
physiologische hoeveelheid ACTH op een vitto systeem van bijnier-
schorscellcn, zijn niet in overeenstemming met alle criteria die gesteld 
moeten worden aan een „second messenger" lunctie van cyclisch ЛМР 
in dit systeem. 
Bi ли. , R. J uu S A M RS, С (1972). \ i t h . b i o d i , biopliys., 148, 
70. 
I l l 
De door Loisilliei en Huitín gebruikte methode voor de isolering van 
lactoferrine is onnodig omslachtig. 
l.uiMi ι и R, 1·. en I U R U N , I'. (1970). h u i . J . d i n . biol. Res., 
15, 390. 
IV 
Carnosinase deficiëntie bij kindei en kan niet met zekerheid worden 
vastgesteld door de bepaling van de carnosinase-activiteit van serum. 
V\N MlINSIlR, I'. J J., Ί RIJ11I Ι Ί. J . 1'. M , VAN Hl I-SW1JK, 1' J , 
Ui-i i n Ncinu-[\Nsi Ν en Coin MoiRkiRk (1970). Clin d u m . 
Acta, 29, 213. 
V 
De verwarring over hel uitdrukken in een getalmaat voor de hormonale 
glycoproteïden (FSH, LH en TSH) in serum kan worden opgeheven 
door het invoeren van internationaal geaccepteerde, chemisch gedefini-
eerde antigenen, alsmede van antisera gericht tegen de/e antigenen 
waarvan de specificiteit is gebaseerd op de ß-subeenheden van deze 
hormonen. 
V I 
Ue verlaging van de concentratie van adeninenucleotiden in de erythro-
cyten van patiënten met het Lcsch-Nyhan syndroom wordt waarschijnlijk 
door twee verschillende mechanismen veroorzaakt. 
Ι . Ο \ Ι Μ Ι · \ , E. J . 1' , VcM.ri.s. G 1)., v\\ DIR / И . S. 1'. M., 'I RI J-
IULS, J . I'. M. en S C H R I I L I S , K. 1). V. M. (1971). Arta l 'aed 
Scand.. 60, 642. 
Γι Ш.КГ, Γ). M.. M(.DONALD, J . \ . , H O I M K S , Κ W en Kl i-i.i л, 
W . N (1972). С Im Res., 20, Г>2 
VII 
Wanneer met de radiale immunodiflusiemethode in serum van volwas­
senen geen IgA kan worden aangetoond, dient een nader onderzoek te 
worden ingesteld. Hierhij kan belangrijke inlormatie worden verkregen 
door gebruik te maken van de „sandwich" techniek (systeem 4) van 
Wide. 
W i n t , I.. in Radio in imnnoassa\ m e t h o d s . Eu. KIRKHWI, K. E. 
en H U M I R , W. M C h i u d i l i ] Livingstone. F d i n b u i g l i a n d 
L o n d o n (1971). ρ 10.'). 
VIH 
De opvatting dat exocrien IgA meer resistent is tegen de inwerking van 
proteolytische en/ymen dan serum IgA, berust op onvoldoende experi­
mentele gegevens. 
IX 
De veronderstelling van Cebra en Small dat het „transport" polypeptide 
van exocrien konijne- IgA een dimeer molecuul is, is vermoedelijk on­
juist. 
( . I H R \ , J . J . en S\I\I .L, 1'. \ (19(i7). l i iod ic in i s l i } , 6, J<)3. 
H A L I ^ R N , M. S. en KOSHI.WD, M. E. (1970). N a t i n e , 228, 1276. 
X 
Het onderzoek naar werkzaam erythropoiëtine bij een patient met 
aregeneratieve anaemie kan vals-positief uitvallen doordat één compo-
nent — de plasmafactor — niet van de patiënt maar van het proefdier 
afkomstig is. 
XI 
De door Tornasi en Bienenstock geïsoleerde secretoiie component ¡s 
veiontreinigd geweest. 
Κοιιπ \sni, К. (1071) IiiiimmocliemisU), 8. 78"). 
Dit pioefscliiifl. 
XII 
liet piobleein van de overbevolking in Nederland /ou kunnen worden 
opgelost door de automatisering van klinisch-chemische laboratoria slop 
te zetten. 
LiijNSF, li. en I \st Ει, I . J. (19fi>) (.hem. weckbl. 61, 2.17. 
Ligen waai nemingen. 
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